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ВСТУП 
Актуальність теми. Важливим завданням сучасної біотехнології є 
розробка наукових основ та інженерних рішень для одержання продуктів, що 
мають широкі перспективи практичного використання. Одне з провідних 
місць серед них належить ферментам мікробного походження, які 
застосовують у різних галузях промисловості та господарства. Літичні 
ферменти (лізоензими), що за специфічністю є глікозидазами, амідазами, 
протеазами, використовуються не лише як антимікробні препарати, 
дезінфектанти та компоненти засобів з антисептичним ефектом (миючих, 
косметичних), а й у промисловості  харчовій, текстильній, хімічній [1-5].  
Особливістю біосинтезу продуцентами антимікробних речовин 
ферментної природи є утворення комплексів окремих лізоензимів, сумісна 
дія яких викликає руйнування клітин мікроорганізмів. Перевагами 
біотехнологічних розробок з використанням таких продуцентів є можливість 
отримувати не лише комплексний антисептичний препарат, а й (впливаючи 
на спрямованість біосинтезу) спектр цільових продуктів або їх різних форм 
відповідно до сфери застосування. До сучасних тенденцій у промисловій 
біотехнології загалом належать розробки продуктів поліфункціонального 
призначення, а також комплексне використання потенціалу мікробних 
продуцентів та одержання кількох різних продуктів в одному технологічному 
циклі  кормових або функціональних препаратів біомаси продуценту 
одночасно з супутніми біологічно активними метаболітами тощо [6-9].  
Вказані тенденції обумовлені, в тому числі, спробами вирішити 
проблему промислової реалізації розробок і запропонувати підприємствам 
галузі технології отримання спектру цільових продуктів на базі однієї 
технологічної лінії. Це дасть змогу не лише знизити собівартість окремих 
продуктів, а й корегувати їх асортимент відповідно до зміни попиту без 
додаткових витрат. Очевидно, впровадження таких поліваріантних 
технологій в Україні сприятиме розвитку галузі і надходженню на ринок 
вітчизняної біотехнологічної продукції, яка вкрай обмежена на сьогодні.      
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Поряд із широкими сферами застосування антисептиків на основі 
лізоензимів, актуальність пошуку нових та дослідження відомих мікробних 
продуцентів обумовлена їх потенційною здатністю до одночасного синтезу 
антимікробних сполук різної природи. Природні захисні механізми клітини 
інколи поєднують утворення лізоензимів, антибіотиків, бактеріоцинів та 
інших менш відомих антимікробних продуктів [10, 11]. В сучасних 
композиціях фармацевтичних препаратів найчастіше поєднують антибіотики 
та ферменти або речовини хімічного походження, що визначає широкий 
спектр їх антимікробної дії та ефективність щодо резистентних форм 
патогенів [12-14]. Однак створення таких комбінованих антисептиків 
відбувається з використанням окремих готових діючих речовин, а вказана 
вище особливість мікробних продуцентів может бути використана в 
розробках полікомпонентних антисептиків безпосередньо в ході 
біотехнологічного виробництва.   
Одною з мікробних культур, що відома як продуцент лізоензимного 
комплексу, є актиноміцет Streptomyces recifensis var. lyticus. Достатньо 
вивчені властивості ферментного комплексу та визначені потенційні сфери 
застосування показали перспективи розробки на його основі спектру 
альтернативних готових форм препаратів-антисептиків [15-18]. Зважаючи на 
проаналізовану літературу, очевидно й встановлений раніше біосинтетичний 
потенціал культури може бути не вичерпаний та потребує додаткового 
дослідження.   
Таким чином, актуальність роботи обумовлюється практичною 
відсутністю вітчизняних біотехнологій ферментних антимікробних 
препаратів при широких сферах їх застосування, наявністю мікробного 
продуценту лізоензимного комплексу та перспективою розробки 
поліваріантної біотехнології отримання альтернативних готових форм 
препаратів для різних галузей, що може бути реалізована на базовій 
технологічній лінії з окремими варіативними процесами.   
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Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Дисертаційна робота виконана на кафедрі промислової біотехнології НТУУ 
«КПІ» в рамках наступних науково-дослідних робіт: № ДП/325-2003 
«Розробка технології гідролітичного поліферментного препарату мікробного 
походження» (2003-2004 рр., державний реєстраційний № 0103U008837; 
керівник роботи), № М/246-2003 «Дослідження модифікованих ферментних 
систем для альтернативних текстильних фінішних процесів» (2003-2004 рр., 
державний реєстраційний № 0103U008839; керівник роботи), № М/304-2003 
«Іммобілізація протеїн/пептидів для підвищення реактивності та 
стабільності» (2003-2004 рр., державний реєстраційний № 0103U008838; 
відповідальний виконавець), № ФБТ 1/2010 «Селекція продуцента 
бактеріолітичного ферментного комплексу Streptomyces recifensis var. 
lyticus.» (2010-2014 рр.; керівник роботи).   
Мета та задачі дослідження 
Метою роботи є розробка науково обгрунтованої біотехнології  
різних готових форм антисептиків на основі мікробних бактеріолітичних 
ензимів та визначення принципових напрямків їх практичного застосування.  
Для досягнення поставленої мети вирішували наступні задачі: 
1.Визначити принципи та ефективність застосуванням мутагенів різної 
природи та інших факторів в підтримуючій селекції продуценту 
бактеріолізинів Streptomyces recifensis var. lyticus; провести оцінку 
таксономічного статусу культури сучасними методами.  
2.Отримати продуцент з підвищеною активністю щодо синтезу 
літичних ферментів та дослідити здатність культури до утворення 
антимікробних метаболітів іншої (антибіотичної) природи.  
3.Провести оптимізацію поживного середовища для біосинтезу 
антимікробних метаболітів селекціонованим штамом і встановити 
характеристики та специфічність дії індивідуальних продуктів та їх 
комплексів.  
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4.Дослідити здатність виділених антимікробних продуктів впливати на 
мікробні біоплівки, пригнічувати розвиток фітопатогенів та виявляти 
рістстимулюючу дію. 
5.Обгрунтувати та визначити способи, умови та технологічні 
параметри виділення та очистки антимікробних метаболітів для отримання 
різних готових форм препаратів відповідно до визначених напрямків їх 
застосування.  
6.Розробити композиції мийних засобів та ветеринарних форм з 
використанням отриманих антимікробних препаратів, а також способи 
застосування бактеріолізинів для отримання мікробних структур і в процесах 
харчової промисловості.  
7.Розробити біотехнологію препаратів-антисептиків з варіативними 
фінішними процесами відповідно до готових форм, нормативну 
документацію на виробництво препаратів та рекомендації щодо їх 
застосування.   
Об’єкт дослідження – процеси біосинтезу антимікробних метаболітів 
Streptomyces recifensis var. lyticus та технологія отримання препаратів на їх 
основі. 
Предмет дослідження – способи та технологічні параметри 
виробництва різних готових форм антисептиків, а також властивості 
розроблених препаратів, напрямки і процеси їх застосування. 
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше проведено 
комплексний аналіз таксономічного статусу культури продуценту 
бактеріолізинів, первісно ідентифікованого як Streptomyces recifensis var. 
lyticus. Визначена та депонована в міжнародній базі даних Genbank (за № 
JN129837) нуклеотидна послідовність гену 16S рРНК культури продуценту .  
Розрахована та встановлена еволюційна близькість (99%) та 
приналежність штаму до кластеру з видами Streptomyces albus і Streptomyces 
saprophyticus. Порівняння морфолого-біохімічних і біосинтетичних 
особливостей даних видів, а також аналіз їх систематичного положення і 
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біоінформаційних баз даних дали підстави реідентифікувати культуру як 
Streptomyces albus. 
Встановлені ефективні дози мутагенів різної природи та їх комбінації 
для отримання надсинтетиків бактеріолізинів в селекції культури 
Streptomyces albus: азотиста кислота (0,5 М НNO2, 50 хв), ультрафіолетове 
випромінювання (240 Дж/м2), N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідін (1 мг/см3, 
20 хв).   
Вперше проведено оцінку варіабельності геному досліджуваної 
культури за характером змін ДНК внаслідок дії мутагенів різної природи та 
їх комбінацій. Виявлений фрагмент ДНК (амплікон) довжиною 300 пар 
нуклеотидів, що був присутній лише у мутантних штамів, і амплікон, що 
відрізняє тільки природний штам – 1000 пар нуклеотидів. Встановлені факти 
можуть бути використані для ідентифікації штамів культури в процесі 
роботи, а також для аналізу впливів зовнішніх чинників на спадковість 
стрептоміцетів. 
Вперше визначена здатність досліджуваної культури до синтезу 
антибіотиків поряд з продукуванням бактеріолітичних ферментів. Визначено, 
що комплекс антибіотиків культури має як ендогенну, так і екзогенну 
локалізацію та провідну антифунгальну специфічність дії. Хроматографічний 
аналіз дозволив встановити фактор розділення антибіотику Rf=0,65 та 
максимуму поглинання при =260-275 нм. HPLC-аналіз найбільш активних 
очищених фракцій показав наявність двох основних антибіотичних речовин з 
молекулярними масами 391,3 і 255,1. За біоінформаційними базами даних 
вони ідентифіковані, відповідно, як біс(2-етилгексил)фталат (C24H38O4) і 3-O-
метилциклополова кислота (C12H14O6), а також визначені їх основні фізико-
хімічні властивості. Таким чином започатковано новий науково-практичний 
напрямок дослідження культури Str. recifensis var. lyticus (реідентифікованої 
як albus) як продуцента антифунгальних антибіотиків. 
Вперше показана здатність селекціонованого штаму-продуценту Str. 
albus UN 44 до споживання меляси, що використано при оптимізації 
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поживного середовища для виробничого біосинтезу. Встановлені наукові 
основи виділення антибіотичного препарату, що полягають у підборі системи 
екстракції для отримання антибіотиків різної специфічності: 
хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20) – антифунгальні фракції; хлороформ, 
гексан:хлороформ (1:1) – антибактеріальні сполуки.   
Визначено, що в основі адсорбції в процесі іммобілізації 
бактеріолізинів на аеросилі марки А-300 є утворення водневих зв'язків із 
силанольними групами та чисельними ОН-групами поверхні носія, а також 
електростатичні взаємодії. 
Вперше показана висока антагоністична здатність досліджуваного 
продуценту щодо фітопатогенів родів Bipolaris, Fusarium, Phytium, 
Rizoctonia, що поряд з показаною рістстимулюючої дією вікриває можливість 
застосування одної з форм розроблених антисептиків (Стрептофунгін-Фіто) в 
рослинництві. 
Практичне значення отриманих результатів. Розроблена 
поліваріантна біотехнологія препаратів-антисептиків різного призначення на 
основі мікробних бактеріолізинів селекціонованого продуценту Streptomyces 
albus UN44. 
Показана доцільність використання НNO2, ультрафіолетового 
випромінювання, N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіну, а також 
комбінованого мутагенезу і фактору стрептоміцин-резистентності в процесах 
підтримуючої селекції культури та для отримання штамів з підвищеним 
рівнем синтезу ферментів. Селекціонований в процесі ступінчастого 
мутагенезу штам із підвищеною у 4,5 рази біосинтетичною здатністю 
Streptomyces albus UN44, що використаний у представленій розробці, 
депоновано в Українській колекції мікроорганізмів (№ ІМВ Ас-5030) та 
захищено рядом патентів як продуцент різного спектру антимікробних 
сполук.  
При дослідженні нешкідливості селекціонованого штаму отримано 
висновок про належність її до групи авірулентних мікроорганізмів (ІV клас 
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небезпеки), що вказує на відсутність небезпеки при роботі з культурою та 
можливість використання її в промисловості.     
Із застосуванням двофакторного дисперсійного аналізу, центрального 
композиційного рототабельного плану та знаходження оптимумів по 
поверхні відгуку методом Гаусе-Зейделя оптимізовано склад поживного 
середовища для синтезу антимікробних метаболітів отриманим продуцентом. 
Це визначає здешевлення середовища в 1,52 рази за рахунок заміни 
гідролізованого крохмалю мелясою і дозволяє досягти на 3040% вищого 
рівня синтезу бактеріолізинів (до 10 тис. МО/см3 культуральної рідини).  
Розроблено біотехнологію отримання спектру різних форм препаратів-
антисептиків для застосування у складі композицій побутових та 
промислових порошкоподібних синтетичних мийних засобів з 
антисептичним ефектом, в основі композицій мяких та рідких ветеринарних 
препаратів, як засобів для рослинництва, а також в процесах отримання 
біологічно активних компонентів мікробних клітин та в харчовій 
промисловості.  
Області практичного застосування препаратів визначаються широким 
антимікробним спектром щодо всіх типів мікробних клітин, а одночасний 
вміст бактеріолізинів та антибіотику у складі продукту обумовлює 
комплексну антисептичну дію препарату не лише щодо руйнування, а й 
пригнічення подальшого розвитку патогенів.  
На основі результатів досліджень розроблено апаратурно-технологічні 
схеми та біотехнологію запропонованих форм препаратів-антисептиків, 
розроблено і затверджено Регламент на виробництво іммобілізованого 
ферментного препарату Циторецифен-М (ПР 20.59-02070987-001:2015), 
Технічні умови на антисептичний ферментний препарат Цитал (ТУ 20.59-
02070987-004:2015), рекомендації до застосування препаратів Цитал та 
Стрептофунгін-Фіто.   
Розроблено науково-обґрунтовану біотехнологію іммобілізованого 
ферментного препарату Циторецифен-М, що включає біосинтез продукту 
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штамом Streptomyces albus UN44, вилучення біомаси, іммобілізацію та 
отримання сухого гранульованого або ліофілізованого препарату з літичною 
активністю 100-150 тис. од/г. Запропонована розробка апробована та 
впроваджена у виробництва на ДП «Ензим» (м. Ладижин Вінницької обл.). 
Розробку впроваджено також у практику роботи Лабораторії медичної 
мікробіології з музеєм патогенних для людини мікроорганізмів ДУ «Інститут 
епідеміології та інфекційних хвороб ім. Л.В. Громашевського НАМН 
України». 
Розроблений спосіб отримання біологічно активних структур клітин 
молочнокислих бактерій за допомогою гідролітичних ферментів (в т.ч. 
Циторецифену) впроваджено у виробництво дієтичних продуктів на 
підприємстві ТОВ «Міріммунофарм» (с. Вільхівка, Харківська обл.).  
Окремі результати досліджень були впроваджені в навчальний процес 
на кафедрі промислової біотехнології НТУУ «КПІ» (курси «Загальна 
біотехнологія», «Основи фармацевтичних виробницт») та на кафедрі 
генетики та біотехнології Львівського національного університету імені Івана 
Франка.  
Практичне значення одержаних результатів підтверджено 
відповідними актами впровадження, рекомендаціями до застосування та 
патентами України (3 патенти на винахід, 6 патентів на корисні моделі).  
Економічна доцільність розробки обумовлена зниженням собівартості 
поживного середовища для біосинтезу продукту в 1,5-2 рази з одночасним 
збільшенням продуктивності процесу, що дає змогу економити більш, ніж 10 
тис. грн/т продукту. Висока рентабельність виробництва визначається також 
можливістю випуску одночасно кількох антисептичних продуктів в одному 
технологічному циклі (наприклад, Циторецифен-М або Цитал-G і 
Стрептофунгін). Порівняльна оцінка вартості окремих продуктів щодо 
найближчих зарубіжних аналогів показує вищу вартість останніх в 
середньому на 20-30%.  
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Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота спланована і 
підготовлена автором особисто. Ідеї та гіпотези, що були покладені в основу 
роботи, планування й організація експериментів, обробка та узагальнення 
результатів належать автору. Результати роботи, які викладено в дисертації, 
одержані під керівництвом дисертанта та за його безпосередньої участі. 
Особисто або за безпосередньої участі автора підготовлено публікації. 
Селекція та отримання штамів-продуцентів з застосуванням мутагенів 
різної природи проводилися спільно з д.б.н. В.О. Федоренко, к.б.н. О.М. 
Громико, А.В. Буцяком, О.М. Пагер. Генетичний аналіз досліджуваної 
культури та отриманих мутантних штамів здійснювався спільно з к.б.н. В.В. 
Клочко, к.б.н. Л.Б. Зеленою. Дослідження антагоністичної активності 
селекціонованого продуценту, виділення, ідентифікація та характеристика 
антибіотичного комплексу штаму проводилося спільно з к.б.н. В.В. Клочко. 
Оптимізація поживного середовища для біосинтезу антимікробних 
препаратів обраним штамом здійснювалася спільно з к.т.н. М.А. 
Григорєвою, Л.О. Пєсковою. Розробка способу та режимів отримання 
іммобілізованого антисептичного ферментного препарату Циторецифен-М 
проводилася спільно з к.т.н. М.А. Григорєвою, Н.В. Поліщук. Встановлення 
антимікробного спектру дії та ефективних доз розроблених 
експериментальних зразків антисептиків здійснювали спільно з д.мед.н. О.І. 
Поліщук, к.мед.н. О.В. Покас. Аналіз компонентного складу 
бактеріолітичного ферментного комплексу проводили спільно з проф. 
Х. Хоккер, проф. Е. Хейн. Дослідження впливу допоміжних речовин на 
активність ферментного комплексу та розробка готових форм препаратів-
антисептиків різного призначення здійснювалися спільно з М.О. Будько, Т.І. 
Іздебською, Л.О. Пєсковою, Д.О. Гончаровою. Аналіз антифунгальної та 
рістстимулювальної дії дослідного препарату проводилися спільно з к.б.н. 
Н.Я. Левчик, А.В. Любінською. Аналіз літературних даних за деякими 
темами проводили спільно із д.б.н. О.М. Дуганом, д.б.н. Федоренко В.О., 
к.б.н. Л.М. Шинкаренко, к.б.н. В.В. Клочко, к.т.н. І.Р. Клечак, Т.І. Стрелець, 
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Т.І. Іздебською. Особисто автором описані результати досліджень, проведено 
їх аналіз та обговорення, сформовані висновки. Автор висловлює щиру 
вдячність вказаним науковцям за допомогу та сприяння при виконані 
дисертаційної роботи.   
Дисертаційна робота виконана на кафедрі промислової біотехнології  
Національного технічного університету України «Київський політехнічний 
інститут».  
Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи 
представлені на Х зїзді Товариства мікробіологів України (2004 р., м. Одеса), 
ІІІ International Conference on Textile Biotechnology (2004 р., м. Грац, Австрія), 
ІІ Всероссийской научной конференции с международным участием 
«Сорбенты как фактор качества жизни и здоровья» (2006 р., м. Белгород, 
Росія), V Міжнародній науково-практичній конференції «Наука в 
інформаційному просторі» (2009 р., м. Дніпропетровськ), Х Українському 
біохімічному зїзді (2010 р., м. Одеса), VII Міжнародній конференції 
«Молодь і поступ біології» (2011 р., м. Львів), 77 Науковій конференції 
«Наукові здобутки молоді – вирішенню проблем харчування людства у ХХІ 
столітті» (2011 р., м. Київ), V регіональній науково-практичній конференції 
«Біотехнологія ХХІ століття» (2011 р., м. Київ), І Міжнародній науково-
практичній конференції «Химия, Био-и нанотехнологии, екология и 
экономика в пищевой и косметической промышленности (2013 г., м. 
Щелкіно), ХХ Міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні 
питання створення нових лікарських засобів»: (2013 р., м. Харків), 14th 
International Conference on the Chemistry of Antibiotics and Other Bioactive 
Compounds (2015 р., Галвестон, США).  
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 49 праць, серед 
яких 1 монографія, 18 статей у фахових наукових виданнях (у т.ч. 3 у 
виданнях України, що включені до міжнародних наукометричних баз даних 
та 2 статті у виданнях інших країн), 3 Патенти України на винаходи, 6 
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патентів України на корисні моделі, 11 тез доповідей, 4 навчально-методичні 
розробки, 6 статей у інших наукових виданнях України. 
Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, 
огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень 
(4 розділи), аналізу та обговорення результатів, висновків, списку 
використаної літератури (354 найменувань), додатків. Робота викладена на 
370 сторінках друкованого тексту, містить 80 рисунків та 45 таблиць. 
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РОЗДІЛ 1. СУЧАСНІ ПРИНЦИПИ РОЗРОБКИ БІОТЕХНОЛОГІЙ 
ПРЕПАРАТІВ  НА ОСНОВІ МІКРОБНИХ ЛІЗОЕНЗИМІВ 
(огляд літератури) 
 
Мікробні лізоензими поряд з антибіотиками та хімічними речовинами 
широко використовуються як основа для антимікробних препаратів, що 
застосовуються у різноманітних галузях промисловості та господарства [1-5].  
Кожна з названих груп активних компонентів антисептиків має свої переваги 
та недоліки, в тому числі й ферменти.  
До основних недоліків ферментів можна віднести лабільність під 
впливом зовнішніх факторів (підвищеної температури, хімічних речовин, 
вологості тощо), що визначає особливі умови зберігання та застосування. 
Однак внаслідок специфіки механізму їх антимікробної дії (руйнування 
клітинних стінок мікроорганізмів) препарати на їх основі не викликають 
резистентності патогенів (як антибіотики), а вузька специфічність такої дії 
обумовлює практичну відсутність побічних негативних реакцій в організмі 
людини (що типово для більшості хіміопрепаратів). 
Вказані переваги визначають перспективи лізоензимів у складі 
антисептичних засобів, а недоліки  пріорітетні завдання на етапах розробки 
біотехнологій їх отримання, а саме: відбір високоактивного продуценту, 
оптимізація умов та спрямованості біосинтезу продукту і обгрунтування 
готової форми препарату відповідно до умов його подальшого застосування. 
Останнє є важливим етапом, оскільки саме вибір методів виділення 
синтезованого продукту і його готова форма й визначатиме ефективність 
препарату, стабільність та придатність до використання за призначенням.  
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1.1. Перспективні мікробні продуценти літичних ферментів 
1.1.1. Специфічність основних груп лізоензимів, що синтезуються 
мікроорганізмами 
 
Відповідно до дії на субстрат літичні ферменти можна розділити на  
бактеріолітичні (які лізують клітинну стінку бактерій) та міко- і 
дріжджелітичні.  Літичні ферменти, що активно лізують гриби і дріжджі, часто 
меньш активно діють на бактеріальні клітинні стінки, і навпаки [19, 20]. 
Ферментативна деградація клітинної стінки, здійснювана шляхом 
гідролітичного розщеплення певних зв’язків, як правило, приводить до 
загибелі клітини.  
За іншою класифікацією  літичні ферменти поділяються на три типи:  
Перший тип складають глікозидази, які руйнують полісахаридні (гліканові) 
ланцюги в пептидоглікані клітинної стінки бактерій. До них відносять N-
ацетилмурамідазу (лізоцим) – фермент, який гідролізує 1,4- глікозидний 
зв'язок між N-ацетилмурамовою кислотою та  N-ацетилглюкозаміном в 
молекулах пептидоглікану клітинної стінки бактерій і N-глюкозамінідазу, що 
гідролізує зв'язок між N-ацетилглюкозаміном и N-ацетилмурамовою кислотою 
[21]. Так, N-ацетилмурамідаза, виділена з  Streptomyces globisporus (M-1), 
здатна гідролізувати клітинну стінку Micrococcus lysodeikticus и Staphylococcus 
аureus, на відміну від лізоциму з білка курячих яєць, що має спецефічність 
лише до М. lysodeikticus [22].  
Глікозидази виявляють як пряму літичну дію, так і відіграють важливу 
роль в руйнуванні клітинної стінки  мікроорганізмів комплексом літичних 
ферментів, а також  виконують важливі функції в метаболізмі самого 
продуценту [23-25].  
Другий тип представлений одним ферментом - N-ацетилмураміл-L-
аланіламідазою (чи просто амідазою), що розщеплює зв'язок між мурамовою 
кислотою полісахариду і пептидною частиною пептидоглікану [21]. Дія 
відомого комплексного  препарату  лізоамідази з Lysobacter sp. XL1 на 
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клітинні  стінки St. aureus  забезпечується саме завдяки присутності N-
ацетилмураміл-L-аланін-амідазі [26]. 
Третій тип лізоензимів об'єднує пептидази, які гідролізують пептидні 
зв'язки пептидоглікану. Виявлено велика кількість бактеріолітичних пептидаз з 
різною субстратною специфічністю - одні розщеплюють лише зв'язок гліцил-
гліцил в перехресно-зв'язаних містках, інші – зв'язок гліцил-аланін і т.д. 
Виявлено, що саме присутність пептидаз у ферментних комплексах 
продуцентів Streptomyces griseus 11-84, Bacillus sp. 739 та Lysobacter sp. XL1 
визначає повне руйнування клітинної стінки бактерій [27-29]. Аналіз наукової 
літератури дозволяє з певністю говорити, що протеолітичні ферменти є 
важливою складовою лізоензимних комплексів практично всіх груп мікробних 
продуцентів [30, 31, 32].  
Важлива роль протеаз визначає актуальність робіт по отриманню і 
вивченню нових надпродуцентів роду Bacillus [33, 34] та дослідженню 
специфічних умов біосинтезу продукту. Так, при сумісному культивуванні 
макроміцету Schizophyllum commune і мікроміцету Mucor sp. активність 
протеази зросла в 1,5 рази [35].  
Перспективними продуцентами багатьох літичних ферментів є бактерії 
[33-36].  Виділені два нові штами бактерій Bacillus subtilis ТНП-3 та ТНП-5 
використовуються для отримання препарату Бактисубтіл [36], а на основі двох 
інших штамів B. subtilis розроблений препарат Ендоспорін [37]  обидва для 
ветеринарного застосування. Гриби родів Trichoderma, Репicillium і Aspergillus 
продукують комплекс ферментів, що включають  хітиназу, β-1,3-глюканазу і 
протеазу, що забеспечує їх здатність руйнувати клітинні стінки, а також 
інгібування проростання спор і росту різних видів фітопатогенних грибів [38-
41].  
Актиноміцети давно привертають до себе увагу дослідників, оскільки 
серед них знайдено багато продуцентів різних біологічно активних речовин і, у 
першу чергу, ферментів та антибіотиків. Особливо це стосується 
представників роду Streptomyces, що давно став обєктом роботи селекціонерів 
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та промислових біотехнологів. Незважаючи на достатню вивченість різних 
представників роду триває відкриття нових продуцентів або нових продуктів 
відомих культур [42-45]. Так, нещодавно виділені нові культури стрептоміцети 
видів ambofaciens, albolongus, aburaviensis та pulvereceus, що синтезують лужні 
протеази. Протеази саме такої специфічності, що найбільш активні при рН 8–9, 
широко використовуються у складі синтетичних мийних засобів, 
дезинфектантів тощо [2, 4, 5]. Розробки технологій на основі виділених 
продуцентів включають не лише оптимізацію біосинтезу продукту, а й вибір 
варіанту готової форми. При використанні згаданої культури Str. ambofaciens 
розробляли не лише нативну форму протеази, а й іммобілізований її препарат, 
що відрізнявся вищою стабільністю та активністю [42].   
Одним з відомих представників стрептоміцетів – продуцентів  комплексу 
літичних ферментів є культура Str. recifensis var. lyticus. До складу його 
метаболітів входять глікозидази, літичні ендопептидази, мурамідази, протеази 
та амілази, комплексна дія яких призводить до руйнування широкого спектру 
мікробних культур [46]. Культура є обєктом досліджень та розробок ряду 
наукових лабораторій в Україні, що вказує на її високий потенціал як 
промислового продуценту [15-18, 47-49]. Огляд наукової літератури лише за 
останні роки свідчить про широкі сфери практичного застосування не лише 
власне продукту культури (літичного ферменного комплексу), а й препаратів 
на основі біомаси продуценту та інших його метаболітів [18, 49, 50].  
Так, нещодавно встановлено здатність культури синтезувати специфічні 
речовини (авермектини) для боротьби з акаридами [49],  що поряд із раніше 
показаною дією щодо стимуляції ростових процесів сільськогосподарських 
рослин [17, 50]  відкриває перспективи використання культури для отримання 
препарату комбінованої дії для рослинництва. Встановлені характеристики 
культури Str. recifensis var. lyticus та синтезованого літичного комплексу стали 
основою розробки технологій нативного технічного ферментного препарату та 
його іммобілізованої форми [16, 51], а також досліджень напрямків 
потенційного застосування отриманих дослідних препаратів як антисептику, а 
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також в процесах отримання продуктів на основі мікробних клітин 
молочнокислих бактерій [52, 53]. 
Наведені, а також чисельні інші дані щодо потенціалу даної культури 
для отримання препаратів різного призначення, стали підставами для 
проведення відбору активних штамів-продудуцентів. Впродовж багатьох років 
з використанням мутагенезу, протопластування, фактору рифампіцинстійкості 
були отримані ряд штамів з підвищеною у 1,5-3 рази здатністю до синтезу 
лізоензимів [54-57]. Однак в процесі роботи зясувався суттєвий вплив 
природної гетерогенності культури на часткову втрату активності отриманих 
мутантів та стала очевидним не лише актуальність отримання нових штамів-
надсинтетиків, а й необхідність постійної підтримуючої селекції культури.  
Тому, зважаючи на здатність Str. recifensis var. lyticus продукувати 
комплекс бактеріолітичних ферментнів, що може бути основою антисептиків 
для різних галузей застосування, а також здатність культури стимулювати 
ростові процеси рослин та інших мікроорганізмів очевидним є її потенціал як 
основи для розробки біотехнологій отримання різних варіантів готових форм 
продуктів. Актуальним також видається аналіз здатності культури щодо 
синтезу й інших біологічно активних речовин, враховуючи характеристики 
стрептоміцетів загалом та останні результати таких досліджень [18, 49].      
 
1.1.2. Особливості селекції надсинтетиків мікробних ферментів з 
застосуванням мутагенезу 
 
Спрямованість індукованих мутацій у мікробних клітинах залежить від 
специфіки використовуваного мутагену, дози, умов обробки, особливостей і 
фізіологічного стану штаму. Основні закономірності індукованої мінливості 
мікроорганізмів узагальнені рядом авторів і зводяться до наступного [58-60]: 
1) частота морфологічних і фізіологічних мутацій зі збільшенням 
дози мутагену спочатку зростає, а потім знижується; 
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2) максимальна кількість високоактивних варіантів спостерігається 
при менш токсичних дозах мутагену, в той час як морфологічних і низько 
активних – при більш високих; 
3) у малоактивних штамів частота високоактивних варіантів, як 
правило перевищує частоту низькоактивних,  у високоактивних – індукується 
більша кількість низькоактивних варіантів; 
4) в результаті довготривалої селекції з використанням мутагенів 
темп відбору за певною кількісною ознакою значно знижується. 
Фізіологічні ознаки зазвичай контролюються полігенною системою, в 
результаті чого вони варіюють в кількісному виявленню. Тому процес 
отримання високоактивних штамів оснований на довготривалій селекції на 
фоні індукованої мінливості продуцента під дією різних мутагенних факторів 
фізичної та хімічної природи.  
Ультрафіолетове випромінювання (УФВ)  є одним з найбільш вивчених і 
найбільш часто використовуваних мутагенів для генетичної модифікації 
продуцентів, в тому  числі ферментів [61-63].  Так, продуцент  позаклітинної 
протеази Pseudomonas sp. JNGR 242, отриманий шляхом ультрафіолетового 
опромінення,  підвищив у 2,5 рази здатність продукувати ензим [62]. УФВ 
було використане й для отримання надпродуценту протеази роду Bacillus [63]. 
Зазначимо, що у одних мікроорганізмів функціонує система 
фотореактивації, а в інших – ні. Крім того, чутливість штамів до дії УФВ може 
змінюватись у ході селекції. Тому потребується підбір дози мутагену для 
кожної культури окреми, оскільки дія УФВ в великій мірі вибіркова. Летальні 
та мутагенні ефекти УФВ та механізми репарації УФ-пошкоджень ДНК добре 
вивчені. Зазвичай використовують УФВ з довжиною хвилі 260 нм, що 
поглинаються азотистими основами ДНК. Основні пошкодження, викликані 
УФВ - це поява в ДНК ковалентних зв’язків між піримідиновими азотистими 
основами, що знаходяться поряд в одному полінуклеотидному ланцюзі. 
Різноманітні фізико-хімічні зміни в молекулах ДНК, що проходять в результаті 
опромінення, приводять до появи генних мутацій [58, 64]. 
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В селекції продуцента авермектинів Streptomyces avermitilis  
використання УФВ дозволило підвищити біосинтетичну активність майже в 
3,4 рази [65], а опромінення культури Rhizopus підвищило активність ліпази 
штаму  лише удвічі [66]. 
При вивченні закономірностей індукованої мінливості важливе місце 
відводиться дослідженню залежності мутагенного ефекту від дози. 
Максимальна частота виникнення плюс-варіантів (варіанти з активністю, що 
виходить за границі 2X  ) – для різних культур відповідає різному рівню 
виживання. Так, використання УФ-променів в селекції продуценту 
циклодекстринглюкотрансфераз дозволило встановити, що найбільша частота 
виникнення плюс-варіантів спостерігається при дозі, рівній 12∙103 ерг/см2 40 с 
при виживаності 0,01- 0,005% [67]. Інший критерій виживання був обраний 
для продуценту глюкоамілази Aspеrgillus niger при опромінюванні спор 
культури УФВ в дозі, що забезпечує 10% виживання [68].  Отримані в 
результаті мутанти мали рівень секреції глюкоамілази від 125% до 350% від 
рівня вихідної культури.   
Порівняльна дія однакових доз УФВ на два штама продуцента 
компактину ( SANK 18767 і його УФ-мутант  штам 18-12) виявила в 10 разів 
вищу чутливість до опромінення першого (батьківського) штаму, ніж другого 
[69]. Відповідно, для досягнення максимальної кількості високоактивних 
варіантів необхідні менші дози опромінення, ніж для отримання 
низькоактивних, морфологічно змінених варіантів. Ця залежність, вперше 
встановлена С.І. Аліханяном і Ф.С. Клєпіковою, ще раз була підтверджена в 
даній роботі.  
Спектр мутацій, індукованих УФ-променями, різноманітний. Виявлені 
морфологічні мутанти, наприклад,  продуцент каталази Aspergillus phoenicis 
K30, мікроскопічне дослідження якого показало, що біосинтез продукту 
корелюється з розгалуженою морфологією гіфів в зовнішньому шарі [70]. 
Мутанти A. niger GS1-S059 і GS1-S067, що внаслідок дії УФВ підвищили   
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активністю манази, мали також змінену морфологію  гіф, що може бути 
використано як додаткова ідентифікаційна ознака штамів [71]. 
Ефективність дії ультрафіолетових променів залежить від різних 
чинників, одним з таких чинників є особливості штаму. Так, в результаті трьох 
послідовним циклам мутагенезу УФВ культури Th. lanuginosu ,вдалося 
отримати мутант, що  мав питому активність амілаз у 7 разів вищу за вихідний 
штам [72], що є прикладом вдалого застосування сучасного прийому в селекції 
– ступінчатого мутагенезу.   
Іншим поширеним типом мутагенів, що застосовуються в селекції 
продуцентів ензимів, залишаються хімічні речовини. Однак на відміну від 
УФВ для хімічних мутагенів характерна специфічність дії, що залежить від 
природи об'єкта і стадії розвитку клітини. При взаємодії хімічних мутагенів з 
компонентами генетичних структур (ДНК та білками) виникають первинні 
ушкодження останніх, що надалі ведуть до виникнення мутацій. Найбільш 
вивченими є наслідки дії таких речовин, як N-метил-N'-нітро-N- 
нітрозогуанідин (НГ) [60, 67, 68] , етіленімін [59, 73], етилсульфонат  [59, 74], 
що є ефективними в селекції продуцентів ензимів, однак й інші азотисті 
сполуки досліджуються для відбіру надсинтетиків, в тому числи у комбінаціях 
з УФВ або ступінчатій обробці [75-78].  
В селекції продуценту авермектинів роду Streptomyces застосовували 
УФВ та НГ і відбираючи на кожній ступені варіант, що перевищує за 
активністю попередній, вдалось збільшити активність продуцента  майже в 20 
разів [65]. Інший приклад ступінчатої селекції – отримання продуценту ліпази 
роду Pseudomonas з підвищеною у 3,5 активність в результаті послідовної 
обробки УФВ, HNO2 і НГ [75]. Крім того, 200% збільшення продуктивності 
ліпази досягнуто в селекції  Asp. niger з використанням ступінчатої дії УФВ і 
НГ [76]. В дослідженні з Asp. japonicus штам піддавали дії УФВ, HNO2  та НГ. 
Ліпазна активність найкращих отриманих варіантів сягала 276% від вихідного 
штаму [77]. Ефективність комбінацій різних типів мутагенів (УФВ та 
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етилметансульфонату) була показа також в селекції продуценту ліпази іншого 
роду - Penicillium roquefortii [78].  
Культура Str. recifensis var. lyticus з часу виділення із суглинистих 
ґрунтів Дніпропетровської області у 1972 році [79] як продуцент комплексу 
літичних ферментів піддавалася селекції із застосуванням в першу чергу 
нітрозометилсечовини, протопластування та відбору рифампіцинстійких 
мутантів, а також створенням рекомбінантних варіантів [54-56]. Враховуючи 
характерний для стрептоміцетів високий ступінь гетерогенності, проводилась 
постійна робота з метою підтримання високої біосинтетичної активності 
продуцента. В результаті було отримано ряд штамів з підвищеним у 2,5 – 4 
рази (щодо різних груп бактерій) рівнем синтезу лізоензимів, однак 
підтверджена актуальність пошуку нових селективних факторів та підходів до 
відбору та ідентифікації надсинтетиків культури.   
Традиційні методи селекції мікробних продуцентів біологічно активних 
речовин, незважаючи та їх трудомісткість,  лишаються актуальними і дотепер, 
оскільки дозволяють отримувати надпродуценти з високим рівнем синтезу 
цільових продуктів. Сучасні ж прийоми відбору і створення високоактивних 
продуцентів повязані з оптимізацією схеми селекції саме щодо обраної 
культури, в якій традиційні методи використовуються  у модифікаціях або 
нових комбінаціях. Зважаючи на наведені приклади успішного застосування 
таких комбінацій, очевидна доцільність їх дослідження і використання в 
підтримуючій селекції продуценту лізоензимів  Str. recifensis var. lyticus.  
 
1.2. Фактори підвищення стійкості мікробних патогенів 
Дослідженнями науковців були відкриті сотні речовин, що мають 
протимікробну дію та могли використовуватися як основа для препаратів-
антисептиків, в першу чергу, антибіотики, хімічні сполуки, ферменти. [1-4] 
Незважаючи на потужний потенціал антисептичних засобів, наприкінці 
ХХ століття виявилося, що проблема з інфекційними захворюваннями не 
лише не вирішена, а й стає більш гострою. [5] Зясувалося, що природна та 
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індукована мінливість мікроорганізмів-збудників  запальних процесів 
призводить до підвищення їх стійкості внаслідок набуття резистентності – 
здатності протистояти дії раніше ефективних антисептиків [6]. 
Останні десятиліття вказана проблема долалася зміною схеми лікування, 
використанням комбінованих препаратів антисептиків, підбором 
індивідуального препарату [7, 8]. Але через певний час вона виникала знову і 
виявлялися збудники тепер уже з множинною резистентністю та такі, що 
витримували підвищені концентрації лікарських засобів. Серед основних її 
механізмів відомі ензиматична інактивація антибіотиків, зміна проникності 
клітинної стінки, зміна структури компонентів мікробної клітини, 
формування метаболічного «шунта», модифікація мішені  [9-11].        
Всі вказані механізми складають загальну основу резистентності 
патогенів і достатньо вивчені на сьогоднішній день. Однак, сучасними 
дослідженнями було показано, що більшість бактерій існують в природних 
екосистемах не у вигляді вільно плаваючих (планктонних) клітин, а у вигляді 
специфічно організованих та прикріплених до субстратів співтовариств  
біоплівок, утворення яких являє собою складно регульований біологічних 
процес [12]. Відомо, що біоплівки можуть розвиватися на будь-якому 
матеріалі, як абіогенного, так і біогенного походження, що контактує з 
рідиною, де існують мікроорганізми. З точки зору клінічної практики, 
зокрема, важливо, що мікробні біоплівки відповідальні за етіологію та 
патогенез багатьох гострих та, особливо, хронічних бактеріальних інфекцій у 
людини. Дослідженнями встановлено, що бактерії в біоплівках здатні 
виживати у присутності антибіотиків, доданих у концентраціях, які у 100-
1000 разів перевищують їх мінімальну пригнічуючу концентрацію [13, 14]. 
Саме з розвитком біоплівкових співтовариств повязана одна  з 
важливих проблем клінічної медицини - колонізація ними різноманітних 
медичних пристроїв небіологічної природи, що вводяться до людського 
організму (катетери, водії ритму, механічні протезні серцеві клапани, 
ортопедичні пристрої та ін.). Хронічні інфекції, що спричиняються 
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біоплівками медичних пристроїв для імплантації, в деяких випадках можуть 
призводити до розвитку сепсису і смерті пацієнтів, особливо людей з 
послабленим імунітетом [13-16]. 
Окрім медичного інструментарію біоплівки колонізують і 
безпосередньо тканини людського організму. До теперішнього часу 
достовірно доведена роль мікробних біоплівок у виникненні та розвитку 
інфекції серцевих клапанів і суглобних протезів, сечовивідних шляхів, 
середнього вуха [17-19]. На сьогоднішній день встановлено ряд факторів, 
відповідальних за такий важливий для клінічного застосування феномен, як 
резистентність біоплівок до антибіотиків. До них, зокрема, відносяться [18, 
20-22]: 
• інактивація антибіотиків позаклітинними полімерами чи ферментами; 
•сповільнення метаболізму і, відповідно, зменшення швидкості росту 
мікроорганізмів в умовах лімітування поживних речовин в біоплівці, через 
що антибактеріальний препарат дифундує з біоплівки швидше, ніж встигає 
на неї подіяти; 
• експресія можливих генів резистентності до антибіотиків; 
• поява в біоплівці під дією антибіотиків мікроорганізмів-персистерів.  
В біоплівках бактеріальні клітини пов’язані між собою та з навколишнім 
середовищем складними трофічними, енергетичними та іншими типами 
міжклітинних зв’язків. Внаслідок цього, значна частина науковців почала 
розглядати бактерій у складі біоплівки як функціональний аналог 
багатоклітинного організму [23 - 25]. Діяти колективно бактеріям у складі 
біоплівок, зокрема, дозволяє механізм, який одержав назву «відчуття 
кворуму» (Quorum Sensing) і реалізується за рахунок постійного обміну 
інформацією за участі спеціалізованих хімічних (сигнальних) молекул. Він 
виявляється сприйняттям клітинами біоплівки змін навколишнього 
середовища та реакцію на ці зміни [26, 27].  
Зазначені механізми резистентності мікроорганізмів та особливі умови 
їх існування лежать в основі підвищення стійкості мікробних патогенів до 
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використовуваних в медицині препаратів. Однак причини цього явища не 
обмежуються лише такими традиційними проблемами медичної практики, як 
невірний діагноз, незвичайна імунна система хворого, невірний вибір 
антимікробного препарату та схеми лікування. Аналізуючи сучасне життя 
людини, стає очевидним, що значна кількість продукції, що використовує 
людина містить у своєму складі антибіотики або інші протимікробні засоби. 
Концентрації таких речовин, зазвичай,  коливаються у межах 1/1000 добової 
терапевтичної дози антибіотиків. Таким чином в організм людини часто 
потрапляють мікродози протимікробних препаратів, що поступово 
викликають звикання як нормальної мікрофлори людини так і збудників, що 
потрапили в організм і перебувають в інкубаційному періоді, підвищуючи 
тим самим стійкість до окремих антисептиків.  
Основною продукцією, що містить протимікробні засоби в якості 
консервантів або залишкових речовин, є харчові продукти, косметичні та 
побутові засоби, продукція сільського господарства та тваринництва [28-32].   
 Харчова промисловість широко застосовує антибіотики для  консервації 
м'яса, риби, птиці, молока, ягід, овочів і ін. [28, 29]. Для цього, в тому числі, 
використовують антибіотики з широким спектром дії – хлортетрациклін, 
окситетрациклін, хлорамфінекол.  В 200 грамів консервованого м'яса (із 
застосуванням антибіотика) міститься приблизно 1/1000 частка добової 
лікувальної дози препарату. Хоча такі підпорогові дози і не проявляють 
фармакологічної дії, вони можуть бути фактором утворення резистентних 
форм мікроорганізмів.  
Косметична та гігієнічна продукція також містить великий 
асортимент антибактеріальних сполук – ніпагін, ніпазол, гермаль, 
формальдегід, довіцил (четвертинні амонієві солі), бензойна кислота та її 
солі, триклозан та ін.  [31, 33, 34].  Останні тенденції використання 
консервантів в цій галузі полягають у застосуванні композицій з кількох 
сполук у знижених концентраціях та різним спектром антимікробної дії, для 
запобігання утоврення резистентних форм мікроорганізмів. Однак не завжди 
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всі виробники зважають на цей ризик і часто застосовують один консервант у 
складі своєї продукції. Сучасне тваринництво багатьох країн світу широко 
застосовує антибіотики для стимулювання росту тварин і профілактики 
різних інфекційних захворювань[35, 36 ].   
Отже,  підвищення стійкості мікробних патогенів, що відбувається за 
вказаними основними механізмами, обумовлене не лише широким 
застосуванням антимікробних речовин у медичній практиці, а й можливістю 
їх потрапляння в організм людини з багатьох інших джерел.   Це вимагає 
пошуку різноманітних підходів до розробки нових протимікробних засобів. 
Одним з традицийних шляхів, що використовують розробники 
антисептиків є пошук нових протимікробних субстанцій та створення 
комбінованих препаратів, які поєднують у складі декілька протимікробних 
речовин з різним механізмом дії. Нові перспективні сполуки з 
антибактеріальною активністю з'явилися в групах бета-лактамів, макролідів, 
фторхінолонів, глікопептидів і оксазолідинонів, а також в нових хімічних 
групах. Серед нових класів антисептиків, що розробляються 
фармацевтичними компаніями, особливу увагу привертають нові пептиди; 
препарати, блокуючі синтез жирних кислот або ранні етапи синтезу білка в 
мікробній клітині; нові похідні тетрацикліну; а також інгібітори бета-
лактамаз, що не мають власної антибактеріальної активності [37- 39]. Інший 
напрям, який зараз розвивається в багатьох лабораторіях та біотехнологічних 
компаніях, є створення лікарських препаратів, спрямованих на пригнічення 
патогенності бактерій за рахунок інгібіювання QS-систем [40 - 42]. 
Відомо використання бактеріофагів як основи протимікробних 
препаратів [43]. Так, випускаються препарати НПО «Мікроген» (Росія) в 
основі яких фільтрат фаголізатів, для лікування дизентерії, дисбактеріозів; в 
асортименті виробника також препарати з комбінацією вірусів грибів та 
бактерій (препарат «Секстафаг»). Концентрат бактеріофагів виробництва 
ЗАО «МИРРА-М» (Росія) використовується у складі деяких зубних паст з 
антисептичним ефектом. Розвитком даного напрямку є використання 
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ферментів бактеріофагів як антимікробної субстанції [44]. Використання 
ферментів бактеріофагів для лікування викликає значно меншу кількість 
побічних ефектів у порівнянні з антибіотиками. Прикладом сучасних 
протибактеріальних та протигрибкових препаратів є розробка засобу 
вказаного профілю, відмінністю якого від аналогів є вміст бактеріофагів з 
порушеною реплікаційною функцією [45]. Діюча субстанція містить віруси, 
що здатні специфічно звязуватися з бактеріями та грибами, але змінені так, 
що у них порушено процес реплікації. 
Ферменти можна розглядати як ще одну перспективну основу для 
розробки нових антисептиків [46 - 49].   У порівнянні з антибіотиками та 
хімічними речовинами, ферменти мають такі переваги як відсутність (або 
практична відсутність) токсичності на макроорганізм та розвитку 
резистентності патогенів. Обмеженням при розробці таких препаратів були і 
певною мірою лишаються їх нестабільність під впливом зовнішніх умов. 
Однак, зважаючи на вказані переваги, останнім часом все більша кількість 
розробників звертається до цих субстанцій як антисептиків, створюючи 
модифіковані форми ферментів - стабільних та зручних у застосуванні 
препаратів. Основними напрямками модифікацій є розробка різних типів 
іммобілізованих ферментів та комбінованих препаратів ферментів та 
антибіотиків [47, 48 ]. 
Іммобілізаційні підходи сприяють вирішенню проблеми спрямованого 
транспорту ліків в організмі.  На основі нанодисперсних полімерних систем, 
до складу яких входять біогенні елементи та поверхнево-активні речовини, 
створені нові антисептичні препарати.   Перспективним є одержання 
біологічно активних полімерів медичного призначення шляхом 
співіммобілізації протеолітичних ферментів та антимікробних речовин з 
метою створення лікарських препаратів поліфункціональної дії. При цьому 
такі лікарські препарати набувають особливих властивостей, які пов’язані з 
їх полімерною природою, а саме пролонгованості дії та зменшення його 
токсичності. Так, на основі співіммобілізації систем терполімер – протеаза 
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«С» та стиромаль – норсульфазол – протеаза «С» створені фермент-полімерні 
комплекси з комбінованою дією, які можуть бути використані як біологічно 
активні полімери медичного призначення для лікування опікових ран [48].  
 Однак, не лише медицина та косметологія на сьогоднішній час стали 
галузями широкого застосування ферментів. Чисельні повідомлення 
стосуються розробки побутових та промислових миючих засобів з вмістом 
гідролаз різної специфічності [49, 50]. 
Наведений аналіз свідчить про необхідність корегування підходів при 
розробці нових антисептиків у першу чергу у відношенні до вибору високо 
специфічної мішені у мікробній клітині для дії протимікробної субстанції та 
використання системи тестування препаратів, що максимально наближена до 
умов існування  патогенів в організмі людини та на поверхні матеріалів, в 
тому числі у відношенні біоплівок. Окрім цього у немедичних препаратах, 
що застосовують протимікробні речовини бажано обмежити використання 
антибіотиків та інших субстанцій, які використовуються у складі лікувальних 
засобів для зменшення факторів набуття резистентності збудників.     
 
 
1.2. Математичні методи оптимізації складу поживних середовищ в  
процесах біосинтезу мікробних метаболітів 
 
Ефективним методом підвищення виходу біомаси бактеріальних клітин 
і/або накопичення цільового продукту при культивуванні штамів продуцентів 
БАР є оптимізація поживного середовища (ПС) [80-82]. Оптимальний склад 
середовища може бути визначений двома способами: методом емпіричного 
підбору і з використанням методів математичного планування експерименту. 
Традиційно склад ПС, оптимальний для вирощування продуцентів, 
визначається методом тривалого емпіричного підбору, в ході якого 
визначається якісний та кількісний склад середовища. Але останнім часом 
простежується чіткий перехід від емпіричного підходу до вибору середовища 
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культивування з використанням уже готових наборів різних 
біотехнологічних фірм, зокрема Athena Enzyme Systems, Балтимор (США), а 
також до розрахунку систем активного експерименту, що дозволяють чітко 
визначити кількість і оптимальне співвідношення окремих компонентів ПС 
[83]. 
З метою оптимізації ПС з використанням методів математичного 
планування біотехнологами найбільш широко використовуються плани 
екстремального експерименту, розробленими для визначення оптимальних 
умов протікання процесів в об'єктах дослідження. Але крім цього методу в 
практиці знайшов застосування ряд спеціальних планів: плани для вивчення 
кінетики і механізму явищ, властивостей сумішей, вплив неоднорідностей і 
для відсівання факторів. 
Методи планування експериментів поділяються на методи попередніх 
та основних досліджень. До методів попереднього дослідження належать всі 
ті, які оцінюють апріорну інформацію про об'єкт (кореляційний аналіз та ін.) 
або ті, які припускають постановку деяких експериментів для відсіювання 
факторів і вирішення питань організації основного експерименту 
(дисперсійний аналіз та ін.).  
Прикладом спеціальних планів у попередніх дослідженнях для 
відсіювання факторів є насичений симплекс план. З його допомогою 
проведено оптимізацію ферментаційного середовища для 
рифампіциностійких мутантів Streptomyces recifensis var. lyticus [84]. 
Результати проведених дослідів свідчать про те, що зміна співвідношень 
іонів мінерального живлення у більшості варіантів середовищ не впливає 
істотно на літичну активність продуценту. Але при використанні 
симплексного методу залишається невідомою математична модель 
досліджуваного процесу і неможливо оцінити вплив окремих факторів, так і 
їх взаємодій [81, 64]. Метод ортогональних латинських прямокутників 
використовували при оптимізації ПС для культивування Bacillus subtilis ІМВ 
В-7023. Визначено оптимальні концентрації в середовищі джерел вуглецю 
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(15,0 г/дм3 меляси), азоту (2,0 г/дм3 кукурудзяного екстракту) і 
фосфоровмісних неорганічних солей (0,4 г/дм3) [86].  
Задача основного експерименту – отримання математичної моделі 
процесу і використання її для статичної оптимізації об'єкта дослідження. Для 
цього використовуються плани факторного експерименту для отримання 
лінійних моделей та композиційні плани для отримання нелінійних моделей 
об'єкта дослідження. Отримані математичні моделі описують властивості 
об'єктів досліджень, при цьому не виникає необхідності оцінки процесів, що 
протікають всередині об'єкта [81]. Планування експерименту дозволяє не 
тільки варіювати одночасно всі діючі фактори на процес і отримувати 
кількісні оцінки основних факторів і ефектів взаємодії між ними, але і 
вирішити завдання з проведенням відносно малої кількості експериментів. 
Причому отримані результати характеризуються меншою помилкою, ніж 
традиційні методи однофакторного дослідження [81, 82, 87]. 
Використання методу повного факторного експерименту (ПФЕ) для 
оптимізації середовищ дозволяє поставити велику кількість дослідів, 
реалізувати всі можливі комбінації основних рівнів незалежних змінних 
факторів середовища, встановити оптимальні концентрації цих компонентів 
середовища з урахуванням їх спільного впливу на активність цільових 
продуктів, а також значно швидше знайти і обґрунтувати оптимальний склад 
середовища. Цей метод був використаний для оптимізації ПС для 
продуценту-мутанту Streptomyces recifensis var. lyticus 2Р-15 з метою 
підвищення біосинтезу стафілолітичних ферментів. Оптимізація виконана 
методом крутого сходження, що поєднує в собі ПФЕ з методом руху по 
градієнту. В ході дворівневого ПФЕ для 4 факторів варіювання: С6Н12О6, 
K2HPO4, NH4NO3, CaCO3 було отримано адекватне лінійне рівняння регресії, 
яке визначило 3 фактори, як значущі: С6Н12О6, K2HPO4, NH4NO3 та 
найкращий результат ферментативної активності становив 3811,0 од/см3. За 
крутим сходженням активність ферментів була підвищена в 1,5 рази і 
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досягала 5589,4 од/см3 У новому варіанті середовища зросла концентрація 
глюкози на 30 %, NH4NO3 на 33%, а вміст K2HPO4 зріс в 2,66 рази [81]. 
Також ПФЕ був використаний для оптимізації культивування бактерій 
Paenibacillus ehimensis 739 – продуцента екзополісахаридів (ЕПС) 
альгінатного типу. Обрані параметри варіювання були оптимізовані згідно 
плану: концентрація меляси 30 г/дм3, аерація 200 об/хв, температура 25 оС і 
тривалість культивування 168 годин. Параметр оптимізації – в'язкість 
культуральної рідини (КР) була збільшена приблизно в 40 разів у порівнянні 
з вихідними параметрами і становила більше 30 000 сСт (сантистокс) [88, 89]. 
Методом крутого сходження за допомогою ПФЕ та градієнтного 
методу оптимізовано склад ПС для культивування облігатно метилотрофної 
бактерії Methylophilus quaylei для підвищення синтезу ЕПС. Визначальними 
факторами на вихід ЕПС є співвідношення концентрацій джерел вуглецю і 
азоту (метанолу/нітрату натрію), а також концентрації фосфатів і солей 
CaCl2. Параметри оптимізації – концентрація біомаси і ЕПС. Значущими 
були всі три чинники, тому був виконаний рух у напрямі градієнту за 
лінійним рівнянням моделі для двох факторів: CaCl2 і фосфатів. 
Оптимальними для біосинтезу ЕПС (2,88 г ЕПС/дм3) концентраціями джерел 
кальцію і фосфору виявилися: 0,0287 г/дм3 CaCl2 і 4,31 г/дм
3 фосфатів калію. 
Оптимізоване таким чином ПС використовували для подальшого виділення і 
дослідження ЕПС [90]. 
Методом ПФЕ оптимізовані умови для максимального синтезу полі-β-
оксибутирату (ПОБ) малоактивним штамом Rhizobium phaseoli. В якості 
факторів для варіювання взято кисень, сахарозу і нітрат калію. Високий 
рівень синтезу ПОБ було досягнуто при співвідношенні C:N – 20:1 і вище. 
Максимальний вміст ПОБ досягає 80% від ваги сухих клітин [91]. 
Оптимізовано склад ферментаційного ПС за планом ПФЕ для 
підвищення антигрибної активності і титру-клітин продуцента Pseudomonas 
chlororaphis (aureofasiens)  штами ІБ-51, ІБ-6 і Pseudomonas putida ІБ-17. 
Чотири фактори варіювання: гліцерин, дріжджовий автолізат, 
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Na2HPO4×12H2O, KH2PO4×2H2O. Антигрибна активність вирощених на даних 
середовищах штамів Pseudomonas в 1,5 рази вище, ніж в базовому варіанті, в 
той же час титр клітин на даному середовищі склав 2,20×1010, 1,46×1010 і 
5,00×109 КУО/см3 КР відповідно для штамів ІБ 51, ІБ 6 і ІБ 17 [82, 92]. 
Інтенсифіковано синтез поверхнево-активних речовин (ПАР) під час 
росту Nocardia vaccinii K-8 на гліцерині за допомогою математичних методів 
планування (ПФЕ), використання яких дозволило збільшити у 4 рази 
кількість синтезованого цільового продукту. Найвищі показники синтезу 
ПАР N. vaccinii K-8 спостерігалися при внесенні в середовище культивування 
0,5 г/дм3 NaNO3, 0,5 % дріжджового екстракту та 1,5 % гліцерину [87]. 
Оптимізація умов культивування методом ПФЕ дозволила збільшити 
вихід біомаси штаму Streptomyces lateritius 19/97M (ВКПМ Ас 1637). При 
поверхневому культивуванні концентрація біомаси і питома швидкість росту 
культури збільшилися і склали (2,57±0,61) г/дм3 і (0,069±0,02) год-1 
відповідно. Оптимальне ПС містило крохмаль 12,5 г/дм3, (NH4)2S04 2,0 г/дм
3, 
при (27±1) °С, рН 7,2 [93]. 
Для зменшення кількості експериментів в ПФЕ при високому числі 
факторів використовують дробний факторний експеримент (ДФЕ), який 
представляє собою деяку частину (1/2, 1/4, 1/8 та т.д.) від ПФЕ [94]. Даний 
метод успішно використаний для оптимізації складу середовища 
культивування для дереворуйнівних грибів роду Coriolus Quel за трьома 
факторами: глюкоза, пептон, рН. Для штаму C. hirsutus концентрація 
глюкози змінилась на 50%, пептону на 65%, а рН становило 4,0 – 
концентрація біомаси 2,46 г/дм3 [95]. 
Використання плану ДФЕ дало змогу підвищити рівень синтезу 
пеніцилін G ацилази (PAC) продуцентом Bacillus sp. PGS10. В результаті 
дворазове збільшення синтезу – 9,5 од/см3 PAC було отримано в 
оптимізованому середовищі, що містить (г/дм3): K2HPO4, 1,0; MgSO4×7H2O, 
0,1; CaCl2×2H2O, 0,1; триптон, 5,0; екстракт дріжджів, 3,0; і сахарози, 50,0 
[96]. Цей же метод був використаний для оптимізації ПС для синтезу 
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ксиланаз продуцентом Aspergillus versicolor MKU3, що призвело до 
підвищення синтезу ксиланази в 3 – 4 рази до 3249,9 од/г [97]. 
Оскільки описати область оптимуму лінійним рівнянням регресії 
отриманим у планах ПФЕ і ДФЕ не завжди вдається через крутизну 
гіперплоскостей факторного простору і значущості ефектів взаємодії 
факторів, то область оптимуму описується рівняннями більш високих 
порядків (другого і вище) з проведенням багатофакторних багаторівневих 
експериментів. Для скорочення кількості дослідів використовують спеціальні 
плани, що являють собою дворівневий план ПФЕ доповнений точками 
факторного простору. Плани організовані таким чином називаються 
центральними та композиційними, це так звані центрально-композиційні 
ортогональні плани (ЦКОП) і центрально-композиційні рототабельні плани 
(ЦКРП). 
З використанням ЦКОП та дослідженням поверхні відгуку 
оптимізовано склад середовища для синтезу гентаміцину продуцентом 
Micromonospora echinospora MTCC 708. Проаналізовано вплив 4 факторів та 
отримано математичну модел з достовірністю 94,4% [98]. 
Оптимізовано умови культивування для підвищення синтезу ксиланази 
при культивуванні продуцена Penicillium cіtrіnum MTCC 2553. Для 
оптимізації було виконано експерименти по ЦКОП для чотирьох факторів, 
реалізація яких дозволила підвищити вихід ксиланази утричі [99]. З 
використанням ЦКОП оптимізовано склад ПС для культивування 
ентомопатогенного штаму Bacillus thuringiensis ONU 15[100], а також іншого 
штаму B. thuringiensis ІМВ В-7324 – продуценту еластази та пептидази  [101, 
102]. 
Для отримання точніших результатів з дослідження синтезу цільового 
продукту використовують поетапно різні плани факторного дослідження. 
Наприклад, щоб підвищити рівень синтезу вітаміну В2 Rhizobium sp. спочатку 
за допомогою статистичного підходу було проаналізовано склад середовища. 
Вісім факторів були відібрані за допомогою планування Плакета-Бермана 
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(Plackett Burman), цей план аналогічний ДФЕ і використовується при 
багатофакторності. Після ПФЕ отримано три значущі фактори: моноглутамат 
натрію, нітрат кобальту і хлорид холіну, їх концентрації оптимізовані з 
використанням ЦКОП з отриманням поверхні відгуку. Синтез вітаміну В2 
зріс у 5 разів (22,55 мг/г) порівнюючи з контролем [103]. 
Оптимізовано синтез ферменту ліпаза продуцентом B. subtilis BS-3, 
виділеним з нафтових відходів. За допомогою планування Плакета-Бермана 
було відібрано 10 з 12 факторів культивування,з них три фактори 
(дріжджовий екстракт, CaCl2 та інкубаційний період) були використані для 
побудови ЦКОП та отримана поверхня відгуку [104]. 
Для підвищення синтезу β-галактозидази шляхом оптимізації ПС було 
обрано штам Kluyveromyces marxianus CCT 7082. Використовуючи 
напіврепліку ДФЕ для 4 факторів: лактоза, екстракт дріжджів, (NH4)2SO4 і 
pH, було визначено, що усі чотири фактори є значущими для синтезу 
ферменту. Для наступного етапу дослідження ЦКРП було обрано три 
фактори: лактоза, екстракт дріжджів і (NH4)2SO4. В результаті оптимізації 
досягнуто 10,6 од/см3 ферментативної активності β-галактозидази при 
концентрації лактози 28,2 г/дм3, дріжджовий екстракт 17,0 г/дм3, (NH4)2SO4 – 
8,8 г/дм3і рН 6,0 [105]. 
Окремо слід виділити плани EVOP (Evolutionary Operation, Еволюційні 
операції) [106, 107]. EVOP являє собою методику систематичного 
експериментування; під час повномасштабного виробництва вносити 
невеликі зміни до процесу без вагомих наслідків для якості продукту, але 
досить значні, щоб визначити оптимальні діапазони продукції. Таким чином 
було оптимізовано концентрації MRS бульйону, нізину і молока для 
підвищення синтезу нізину з використанням Lactococcus lactis (MTCC-440), 
що збільшило в 1,31 рази концентрацію продукту.  
Отже, оптимізація умов культивування може здійснюватися на основі 
поєднання експериментального і математичного моделювання з проведенням 
обчислювального експерименту, який містить важливий етап – визначення 
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математичної моделі, тобто рівняння регресії, що характеризує зв'язок 
параметра оптимізації з основними факторами. Використання такої 
спрощеної моделі дозволяє прискорити висновки про значущість тих чи 
інших компонентів ПС, якісному та кількісному його складу. Математичний 
метод планування експериментів дозволяє обґрунтовано підходити до 
конструювання ПС, робити їх більш економічними та технологічними. 
 
1.3. Розробка готових форми препаратів на основі лізоензимів 
 
 
Ефективність та стабільність ферментних препаратів як продуктів, що 
використовуються у різноманітних сферах, значною мірою визначається саме 
видом його готової форми, що потенційно може бути рідкою, 
порошкоподібною, гранульованою. Окрім цього, до складу препарату як 
правило входять наповнювачі, носії, стабілізатори, консерванти або інші 
компоненти. Таким чином, на базі однієї і тої ж речовини (в тому числі 
ферменту) можна створити різні готові форми відповідно до призначення. 
Перевагою біотехнологічних розробок є можливість отримати не лише 
сировину для фармацевтичної або іншої галузі (де вона лише набуватиме 
кінцевого вигляду), а виробити як кінцевий продукт препарат у готовій 
зручній формі.  
 
1.3.1. Іммобілізовані та модифіковані форми ферментних препаратів 
для різних галузей використання 
Сутність іммобілізації ферментів – прикріплення їх в активній формі до 
нерозчинної основи або включення в напівпроникну мембранну систему. 
Основними перевагами іммобілізованих ферментів порівняно з нативними є 
підвищена стабільність та пролонгована дія, можливість корегування 
властивостей ензимів, зниження алергенності тощо [108, 109]. Для отримання 
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іммобілізованих ферментів застосовують дві групи методів -  фізичні та 
хімічні. 
Фізичні методи іммобілізації (адсорбційні і механічні) полягають у 
зв’язуванні ферменту без участі ковалентних зв’язків. При адсорбційній 
іммобілізації фермент утримується на поверхні носія за рахунок 
електростатичних, гідрофобних, водневих зв’язків, а також дисперсійних 
взаємодій. При механічному способі іммобілізації відбувається включення 
ферменту в гелі, які зшиті поперечними зв’язками, включення ферменту в 
мікрокапсули, волокна, мембрани та інш. [110, 111]. Фізичні методи 
іммобілізації прості, швидкі й ефективні. Вони широко застосовуються в 
інженерній ензимології  [110-114]. 
Технологічно найпростіший метод іммобілізації ферментів — це 
адсорбція на нерозчинному носії. Головний недолік цього методу полягає в 
тому, що фермент може зв'язуватися з носієм недостатньо міцно. Адсорбція 
ферментів на такому носії, як ДЕАЕ-сефадексі, здійснюється головним 
чином за рахунок іонних зв'язків, що піддаються впливам незначних змін 
умов: рН, іонної сили, температури і природи розчинника, що може 
призводити до десорбції ферменту з носія [115].   
Проведені систематичні дослідження по розробці високостабільного 
гетерогенного біокаталізатору для процесу неперервного гідролізу крохмалю 
на основі адсорбованої глюкоамілази [116]. Оптимальними адсорбентами і 
носіями для іммобілізації цього ферменту є керамічні матеріали, поверхня 
яких вкрита каталітичним волокнистим вуглецем: на таких носіях 
стабільність глюкоамілази зростає на порядок у порівнянні з її стабільністю в 
розчині. Іммобілізована глюкоамілаза зберігає високу біокаталітичну 
активність через 1-1,5 років зберігання при кімнатній температурі  [117, 118]. 
Інтерес представляє вивчення іммобілізації пектаваморину з метою 
отримання дешевого і стабільного біологічного каталізатору. Іммобілізацію 
пектаваморину Г10Х проводили включенням 30 см3 7%-го водного розчину 
ферментного препарату в поліакриламідний гель. Відмічено збільшення 
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пектинестеразної активності при зберіганні ферменту, який іммобілізований 
в поліакриламідний гель [119]. 
Розроблено спосіб включення в гель методом подвійної іммобілізації. 
Спочатку фермент іммобілізують на носії, а потім разом з ним заключають в 
гель. Основною перевагою цього методу є можливість поєднати всі переваги 
твердої матриці з можливістю варіювання мікрооточення ферменту шляхом 
підбору відповідної полімеризуючої системи. Таким методом можна 
іммобілізувати α-амілазу, глюкоамілазу, глюкооксидазу і т.д. [118, 120]. 
Попередньо фермент адсорбують на порошкоподібних силікагелях, каоліні, 
желатині, крохмалі, целюлозі. 
До фізичних методів відноситься мікрокапсулювання ферментів у 
напівпроникні мембрани, що реалізуються шляхом міжфазної 
поліконденсації, міжфазної коацервації або методом подвійного 
емульгування. 
При мікрокапсулюванні використовують штучні мембрани, подібні до 
мембран природних клітин. За допомогою мембран здійснюється контроль 
розмірів молекул, які проникають у середину клітини або виходять з неї. 
Великі молекули, такі як ферменти або білки, утримуються всередині 
мікрокапсули, тоді як малі молекули субстрату і продукту можуть вільно 
дифундувати через штучну мембрану. Оскільки присутність у розчині 
ферменту не впливає на процес утворення мембран, можна одночасно 
піддавати мікрокапсулюванню різні ферменти, клітини або біомолекули, 
що дозволяє здійснювати багатостадійні реакції (табл. 1.1). 
 При інкапсулюванні ферменти контактують з органічним 
розчинником і мономерами, які можуть їх легко руйнувати. Для захисту 
ферменту від інактивації, перед мікрокапсулюванням його змішують з 
полімерами, наприклад, з бичачим сироватковим альбуміном (БСА), 
гемоглобіном або поліетиленіміном (ПЕІ) [121]. 
Так, був досліджений вплив деяких водорозчинних полімерів: БСА, 
полівінилпіролідону (ПВП), полівінілового спирту (ПВС), 
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поліетиленгликолю (ПЕГ), декстрану на збереження активності аргінази 
при мікрокапсулюванні. 
Таблиця 1.1 
Мікрокапсульовані ферменти і кофактори [120] 
Фермент Мембрана Зберігання активності 
після 
мікрокапсулювання, 
% 
Час 
напівінактивації 
Уреаза ацетатбутірат 
целюлози 
20 › 1 місяця 
нітрат целюлози 37 1 тиждень 
Каталаза нітрат целюлози 99 1,3 доби 
Аргіназа найлон 32 › 16 діб 
поліфталоіл-
піперазин 
12 › 60 діб 
Аспарагіназа нітрат целюлози 99 5 діб 
 
Виявилося, що БСA, ПВП, ПВС і ПЕГ, як правило, сприяють 
збереженню активності аргінази, тоді як присутність декстрану не 
спричиняє ніякого впливу, ймовірно, гідрофобні ділянки полімерів першої 
групи екранують молекулу ферменту і тим самим захищають її в процесі 
мікрокапсулювання. Для збереження активності істотним фактором є 
також концентрація полімеру. Показано, що активність аргінази найкраще 
зберігається при концентрації БСА 1% [121, 122]. Концентрація білка або 
іншого полімеру важлива також для підтримки осмотичного тиску. 
При іммобілізації ферментів з використанням системи двофазного типу 
обмеження руху ферменту досягається завдяки його здатності розчинятися 
тільки в одній з фаз. Природа фаз підбирається таким чином, щоб продукт 
накопичувався в фазі, в якій відсутній фермент. Після завершення реакції цю 
фазу відокремлюють і вилучають продукт. Перевагою системи двофазного 
типу є можливість здійснення ферментативних перетворень 
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макромолекулярних субстратів, які неможливі при застосуванні жорстких 
носіїв з обмеженим розміром пор. 
Досліджена іммобілізація каталази в поліелектролітних мікросферах, 
які отримували адсорбцією декстрансульфату і протаміну на комерційних 
меламінформальдегідних ядрах з наступним гідролізом ядер при рН 1,7 [120]. 
Показано, що каталаза утримується в мікросферах за рахунок 
електростатичних і гідрофобних взаємодій і її активність в мікросферах 
збільшується зі зменшенням кількості ферменту в середині них. Отриманні 
мікросфери можуть знайти застосування для відділення і концентрування 
високомолекулярних білків [121]. 
Становить інтерес іммобілізація ферментів методом включення їх у 
«рідкі» мембрани, що складаються з поверхнево-активних водонерозчинних 
речовин з різними добавками й вуглеводневого розчинника. Цим способом 
можна іммобілізувати поліферментні системи, хімотрипсин, пероксидазу. 
Основною перевагою є те, що капсула легко регенерується після інактивації 
ферменту, недоліками – можливість проникнення ферментів через рідкі 
мембрани і залежність переносу субстрату і продуктів реакції через 
мембрану від їх розчинності в ній [122]. 
Метод включення ферментів у волокна полягає в розчиненні волокна 
полімеру в органічному розчиннику, емульгуванні отриманого розчину з 
розчином чи суспензією ферменту і продавлюванні емульсії через тонкі 
отвори прядильного пристрою в рідину, що коагулює (наприклад, у толуол) 
[123]. Цим способом можлива іммобілізація каталази, ліпази, целюлази, 
амілази, глюкоамілази, лізоциму, β-галактозидази. 
Серед фізичних методів іммобілізації набули поширення включення 
ферментів у ліпосоми [124, 125], в мембрани у формі порожнистих волокон 
[110], однак лишаються актуальними й технологічно більш прості методи, 
зважаючи на призначення ферменту та джерело отримання [126, 127] . 
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До хімічних методів іммобілізації відносяться закріплення ферментів 
шляхом ковалентного зшивання з полімерним носієм та поперечного 
зшивання ковалентними зв’язками власне молекул ферменту. 
Суттєвим недоліком цього способу є інактивація ферменту. ЇЇ можна 
запобігти, якщо проводити іммобілізацію в присутності субстрату, який 
захищає активний центр. Для ковалентного приєднання носій потрібно 
попередньо активувати. Активований носій може реагувати з відповідними 
групами молекули ферменту: аміногрупами залишків лізину, а також 
функціональними групами залишками тирозину, гістидину, аргініну i 
цистеїну [112, 127]. 
При ковалентній іммобілізації застосовують різні методи закріплення 
ферментів: бромціановий, азидний, ангідридний, ацилімідазольний, метод 
активованих ефірів; іммобілізація за допомогою карбодиімідів і реагенту 
Вудворда; ізоціанатний та ізотіоціанатний; за допомогою хлорпохідних 
1,3,5-триазину, імідоефірів; зв’язуванням за сульфгідрильними групами 
[128]. Можлива ковалентна іммобілізація модифікованих ферментів, які 
потім зв’язуються з відповідним ферментом. При застосуванні цих складних 
способів закріплення фермент може інактивуватися на 60-80% в результаті 
екранування активного центру. 
Особливу роль ковалентна іммобілізація займає у випадку 
водорозчинних систем. Важливе значення тут мають стеричні і 
конформаційні фактори, які визначають в значній мірі взаємодію в розчині 
двох поліфункціональних полімерів – носія і білка. 
Досліджені взаємодії водорозчинних сополімерів N-вінілпіролідону і 
різних епоксид- та альдегідмістких мономерів з α–хімотрипсином і 
гемоглобіном, а також з низькомолекулярними сполуками, які моделюють 
реакційно здатні ланки білкової макромолекули. На основі кінетичних 
досліджень в цих роботах було показано, що реакційна здатність 
функціональної групи полімеру по відношенню до функціональних груп 
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білка не є єдиним фактором, який визначає глибину протікання реакції і 
активність ферментної системи, яку отримують  [129]. 
Шеламовою С.А. проведена іммобілізація ліпази фізичним і хімічним 
способами [112]. Ферментний препарат виділяли з глибинної культури 
мікроміцету Rhizopus oryzae 1403 осадженням ферменту. Іммобілізацію 
здійснювали шляхом адсорбції на стиросорбі і ковалентного зв’язування на 
аніонобмінній смолі АВ-17-2П  глутаральдегідним методом.  
Отримано препарати іммобілізованої α-амілази пліснявого гриба 
Aspergillus oryzae шляхом ковалентного зв’язування на АЕ-целюлозі за 
допомогою глютарового альдегіду, на сефадексі У-200 та сефарозі 4В 
бромціановим методом, на КМ-целюлозі, аміноаеросилі та карбоксиаеросилі 
за допомогою карбодиімідів, а також на крохмалі [120, 130]. 
При досліджені фібринолітичної активності іммобілізованої урокінази 
на трекових мембранах показано, що ферментативна активність урокінази 
зберігається при її сорбції на сироватковому альбуміні, адсорбованому на 
трекових мембранах. Модифіковані за допомогою урокінази плазмофільтри 
запропоновано використовувати для інфузії у кров'яне русло з метою лізису 
тромбів [130]. 
Розроблено методи ковалентної іммобілізації ферменту ліпази на 
біосорбентах, отриманих шляхом активації поверхні поруватого носія 
методами окислення та діазотування (носій складається з 10-70% 
метилметакрилату, 10-70% метилакрилату, 5-40 % ненасиченого мономеру 
на основі етилену, 10-25% дивінілбензолу). Отримані каталітично активні та 
стабільні ферментні препарати можуть використовуватись у медицині для 
лікування різних захворювань шлунково-кишкового тракту та порушень 
жирового обміну [131]. 
Проведено включення ферментного комплексу лізорицефіну у розчини 
гідрофільних полімерів (поліетиленоксид (ПЕО-400), полівініловий спирт 
(ПВС), полівінілпірролідон (ПВП) та поліетиленгліколь (ПЕГ), зшиті 
тетраборатом натрію) та здійснена іммобілізація на перев’язочних засобах. 
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Отримані іммобілізовані препарати з 80-100%-вим збереженням літичної 
активності [132]. 
Іммобілізація ферментів у полімерних мікрокапсулах викликає великий 
науковий та практичний інтерес [133]. Особливої уваги заслуговує 
мікрокапсулювання ферментів у готові поліелектролітні мікрочастинки 
(мікрокапсули та мікросфери, що містять всередині однорідну, слабко зшиту, 
гелеподібну матрицю), що проводиться у м'яких умовах [134]. 
Проведена іммобілізація літичного ферментного комплексу 
Streptomyces recifensis var. lyticus на марлі за допомогою гідрофільних 
полімерів і полівінілового спирту, який зшитий бурою, сумісно з лужною 
протеазою, включенням в полімерні плівки. Отримано препарати з високим 
збереженням літичної активності, стабільні при зберіганні та γ-
опромінюванні. Доведена перспективність використання іммобілізованого на 
марлі ферментного комплексу в якості потенційного бактеріолітичного 
препарату при захворюваннях  ЛОР-органів:  хронічних отитах, отитах 
грибкової етіології, в офтальмології, в опіковій терапії [135]. 
Найбільш цікавими та перспективними для вирішення 
біотехнологічних задач є синтетичні матеріали та неорганічні природні 
матеріали з силікатним скелетом, що включають до свого складу катіони 
Al3+, Ca2+, Fe2+, Mg2+ та лужних металів. Перші відрізняються високою 
хімічною стійкістю та досить термостійкі для проведення термічної 
стерилізації. Перевагами останніх є структурна стабільність, 
термостабільність, бактеріальна стійкість, стійкість до органічних 
розчинників, можливість регулювання розміру пор, здатність матриць до 
легкої регенерації  [137, 138]. 
Серед неорганічних природних носіїв з силікатним скелетом 
найширше застосування знаходить ентеросорбент аеросил – синтетичний 
аморфний високодисперсний кремнезем  [139, 140]. 
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В основі механізму біологічної активності аеросилу лежать властивості 
поверхні, що зумовлені особливостями її структури і хімічної природи [141, 
142]. 
Так, був створений ранозагоювальний та кровоспинний засіб, який 
являє собою дисперсію метакаоліну та високодисперсного кремнезему 
(аеросил А-300) у спиртовому екстракті волоського горіха [143]. Клінічні 
випробування при лікуванні хворих на гемофілію були проведені в Інституті 
гематології та трансфузіології. Показано, що застосування композиції у 
комплексному лікуванні хворих на гемофілію дозволяє знизити рівень 
ендоінтоксикації і опосередковано підвищити прокоагулянтну активність 
крові, а в цілому – прискорити відновлення організму хворого після 
геморагічного ускладнення. Встановлено, що структурно-механічні 
властивості дисперсій забезпечують розподіл лікарських засобів в системі і 
сприяють звільненню діючих речовин та їх біологічній доступності. 
Методи іммобілізації набувають все більшого поширення в 
біотехнології. Наприклад, ефективність ферментативних процесів, які 
використовуються в таких галузях народного господарства, як медицина, 
енергетика, харчова промисловість, мікроелектроніка, вдалося збільшити 
завдяки використанню іммобілізованих ферментів. Питання, пов’язані з 
іммобілізацією ферментів, представляють інтерес також з тієї точки зору, що 
методи, розроблені в процесі роботи з ними, можуть бути широко 
використані і при іммобілізації інших типів білків, а також в таких галузях, 
як афінна хроматографія, гомо- і гетерофазні методи синтезу і аналізу 
поліпептидів і полінуклеотидів, імуносорбційні методи. 
Необхідно відмітити різноманітність форм систем з ферментом, які 
отримують іммобілізацією за допомогою полімерів. Серед цих форм – 
гранули, волокна, мембрани, трубки, порошки, кільця, покриття, а також 
препарати, які використовують в розчинному вигляді, а саме форми, які 
визначаються задачами практичного застосування. 
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Роботи по пошуку оптимальних, економічних методів іммобілізації, які 
дозволяють отримувати препарати з максимальною активністю і з 
покращеними технологічними характеристиками продовжуються. Однак, 
єдиної думки щодо механізмів і тенденції зміни властивостей ферментів 
після і під час іммобілізації немає. Тому, вибір оптимального методу 
іммобілізації, відповідного носія та форми обумовлений характеристиками і 
властивостями певного ферменту, а також передбачуваними галузями його 
використання. 
 
1.3.2. Конструювання препаратів-антисептиків ветеринарного та 
медичного призначення 
 
На сьогодні лікарські препарати на основі ферментів знайшли широке 
застосування, як в медицині і ветеринарії, так і в інших галузях. Однак 
використання ферментів як основної діючої речовини лікарських засобів 
викликає ряд труднощів і проблем, пов’язаних з вибором типу лікарського 
засобу (порошки, розчини, м’які лікарські форми) та з вибором допоміжних 
речовин [144]. 
Порошки та розчини, що представляють собою нативні протеолітичні 
ферменти (трипсин, хімотрипсин, террілітін тощо) мають ряд недоліків. Тому 
зараз все більше уваги приділяють м'яким лікарським формам (МЛФ) – 
мазям, гелям, пластирним та гірчичним масам і т.д., що займають значне 
місце у номенклатурі лікарських засобів та використовуються у різних 
галузях медицини [145, 146]. 
Серед МЛФ з протеолітичними ферментами найбільш популярними у 
виробництві і використання є мазі. Більшість з них випускаються на 
гідрофобній основі, що і є їх недоліком. Тому однією з тенденцій, що 
відзначається при розробці сучасних біологічно активних препаратів, є 
отримання оптимальної мазевої основи та використання в складі ЛЗ 
широкого спектра допоміжних речовин, що мають різноманітне призначення 
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- формоутворюючу, стабілізуючу, пролонгуючу дію тощо. Використання 
допоміжних речовин дає можливість не тільки створити зручну для 
застосування форму препарату, але й скорегувати та іноді й підсилити 
активність біологічно активної субстанції [147, 148- 150].  
Таким чином, сучасні розробки мяких лікарських форм ґрунтуються 
на поєднанні різних мазевих основ, що забезпечують одночасно адсорбцію 
діючої речовини та її подальшу дифузію у вражені тканини. У певних 
випадках, наприклад при використанні іммобілізації при створенні 
препарату, допоміжна речовина виступає також як основа (носій) біологічно 
активної речовини [51].  
Отже, розробка вказаних засобів передбачає насамперед підбір 
допоміжних речовин, які відповідають за формоутворюючими та іншими 
провідними характеристиками призначенню препарату, і визначення їх 
впливу на діючу субстанцію. Окрім цього, важливе значення має також 
визначення способу і механізму взаємодії субстанції та допоміжних речовин, 
що зумовлюватимуть стабільність і ефективність препарату, а також шляхи 
оптимізації його готової форми.  
Більшість мазей, що містять у своєму складі літичні ферменти, на 
сьогодні створені на гідрофобній основі, що однак є їх недоліком В таких 
мазях в якості формоутворюючих компонентів використовують ліпофільні 
речовини. Так, основу мазі «Іруксол» (Германія) формує рідкий та білий 
м'який парафін (вазелін), а мазі "Протогентин" (Росія) – парафін, церезит та 
вазелінове масло [151]. До ліпофільної основи мазі "Аспераза" (Росія) 
входить гліцерин та вазелін, а гель «Ферменкол» містить гліцерин як 
формоутворюючу речовину. Як мазеву основу мазі «Морікрол» 
використовують препарат «Ейконол», що представляє собою комплекс 
поліненасичених жирних кислот сімейства омега-3, і вітамінів [152].  
Основними формоутворюючими компонентами мазей з гідрофобною 
основою, що містять літичні ферменти, є парафіни, гліцерин, вазелінове 
масло та церезин. Так, гліцерин використовується як формотворний 
 52 
компонент, в якості гарного зволожувача шкіри, а також як речовина, що 
володіє антисептичними властивостям. Завдяки останній властивості 
гліцерин додається до препаратів, що використовується для лікування 
шкірних захворювань, таким чином він сприяє загоєнню ран на шкірі, а 
також перешкоджає їх зараженню [153, 154]. Серед недоліків вазеліну 
відзначають такі - погано змивається, не повністю звільнюється лікарська 
речовина, порушує фізіологічні функції шкіри, а в низці випадків викликає 
алергічні реакції.  
З метою одержання основи більш м'якої консистенції використовують 
вазелінове масло (рідкий парафін). Також вазелінове масло полегшує 
диспергування лікарських речовин, що вводяться в мазі по типу суспензій. 
Рідкий парафін нерозчинний у воді і легко змішується у всіх пропорціях з 
рослинними маслами (крім касторового) [155]. 
Серед неорганічних природних носіїв із силікатним скелетом 
найширше застосовується ентеросорбент  аеросил - синтетичний  аморфний 
високодисперсний кремнезем (ВДК, “Силікс”). В основі механізму 
біологічної активності силіксу лежать властивості поверхні, зумовлені 
особливостями її структури і хімічної природи. Було створено 
ранозагоювальний препарат «Сертасил», що містить серратіопептидазу 
іммобілізовану на силіксі [145]. 
Також відомі препарати на поліетиленоксидній основі, такі як мазі 
«Коллагентин», «Арголол», «Колагель», «Лінгезін», «Піола», «Офлотрімол-
П» та їх аналоги [155 - 157]. Так, мазь "Коллагентин" (Росія) в якості мазевої 
основи має ПЕО-400 та -1500 та гліцерин [158], а мазь «Арголол» створена на 
основі гелю на базі різних поліетиленоксид (ПЕО-400, 1500, 2000, 4000) 
[156]. В стоматології для лікування хвороб пародонту використовують мазь 
"Лінгезін", що створена на основі полівінілпіролідону, гліцерину, ПЕО - 1500 
і 1,2-пропіленгліколь [153].  
Можна відзначити розробку ЗАТ "Біологічні дослідження і системи", 
які пропонують як основу ЛЗ використовувати проксанол-268, ПЕО-400 і 
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ПЕО-1500 при різних співвідношеннях, що дозволить отримати мазі, гелі, 
супозиторіїв або капсули [159].  
Таке активне використання у мазевій основі різних типів носіїв для 
ферментів обумовлено тим, що вони мають ряд унікальних властивостей, які 
роблять їх активними компонентами, що забезпечують лікувальну дію 
комбінованого препарату.  
Найбільш поширеними на даний момент носіями для ферментів є ПЕО 
та аеросил. ПЕО - це гелеутворювач, речовини, що підвищують температуру 
плавлення і в'язкість основ, гідрофільні розчинники. При змішуванні 
розчинника ПЕО-400 з полімером ПЕО-1500, ПЕО-1500 виступає в ролі 
загусника, який в залежності від кількості в загальній масі забезпечує 
необхідну консистенцію створюваної лікарської форми. ПЕО-основа 
рекомендована для мазевих лікарських форм, що застосовуються при 
місцевому лікуванні ран у I фазі ранового процесу. 
Іншим поширеним носієм для іммобілізації ферментів у складі 
лікарських засобів є аеросил, який у фармації використовується як 
допоміжна речовина, стабілізатор, гелеутворювач, адсорбент, поліпшує 
плинність таблетованих, мазевих, гелевих та інших сумішей [51, 155]. 
Однією з властивостей аеросилу є його згущувальна здатність.  
Одна з достатньо простих, але ефективних розроблених готових форм   
лізоензимів  Streptomyces recifensis var. lyticus  - закріплення на марлі за 
допомогою гідрофільних  полімерів і полівінілового спирту, який зшитий 
бурою, сумісно з лужною протеазою, включенням у полімерні плівки [160]. 
Отримано препарати з високим збереженням літичної активності, стабільні 
при зберіганні та γ-опромінюванні. Доведено перспективність такої форми як 
потенційного бактеріолітичного препарату при захворюваннях ЛОР-органів: 
хронічних отитах, отитах грибкової етіології і в офтальмології та в опіковій 
терапії.  
Цікавими та перспективними для розв’язання  біотехнологічних  задач 
є синтетичні матеріали та неорганічних  природні матеріали з силікатним 
 54 
скелетом, що включають до свого складу катіони Al, Ca, Fe, Mg та лужних 
металів. Перші  відрізняються  високою хімічною  стійкістю  і  досить  
термостійкі  для проведення  термічної  стерилізації. Перевагами останніх  є  
структурна  стабільність,  термостабільність,  бактеріальна  стійкість,  
стійкість  до органічних  розчинників,  регулювання  розміру пор,  велика  
швидкість  встановлення  сорбційного матеріалу, здатність матриць до легкої 
регенерації [155].  
Оскільки більшість препаратів м’якої лікарської форми являють собою 
суміш гідрофільних та гідрофобних речовин, тому для стабілізації таких 
сумішей та основ використовують емульгатори. У якості емульгаторів 
зазвичай застосовують як іоногенні (катіонактівних і аніонактивні), так і 
неіоногенні поверхнево-активні речовини (ПАР).  
Катіонактівні ПАР використовуються обмежено внаслідок їх високої 
токсичності. Аніоноактивні ПАР, до яких відносяться мила і алкілсульфати, 
застосовуються значно ширше. Основними типами емульгаторів є мила і 
милоподобні ПАР, розчинні високомолекулярні сполуки та високодисперсні 
тверді речовини. Крім того, розрізняють природні і синтетичні емульгатори. 
Для мазей на основі ферментів в ролі емульгаторів найбільшого 
поширення набули пропіленгліколь, гліцеринполіакрилат та проксанол-268. 
Так, пропіленгліколь у складі мазей є не лише емульгатором, а також 
вологоутримуючим, пом'якшувальним і диспергирующим агентом. 
Проксанол-268 – це ПАР,  що забезпечує утворення стабільної структури 
засобів у вигляді кремів та мазей, а також забезпечує регульований рівень 
гіперосмолярної активності. Дані речовини застосовуються у складі таких 
мазей як "Аспераза", "Лінгезін", “Офлотрімол-П” та ін. [153]. 
Окрім емульгаторів, важливими компонентами мазей є консерванти, 
які здатні запобігти розкладанню діючих інгредієнтів в ліках, що може 
статися внаслідок життєдіяльності мікробів і грибів. З сучасної точки зору 
застосування цієї групи допоміжних речовин вимагає особливої обережності 
та підвищеної уваги через серйозні гігієнічні проблеми щодо реальної 
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небезпеки їх для організму людини. Вони можуть бути канцерогенами та 
викликати алергічні реакції в організм [149].  
Основною вимогою, що пред'являються до консерванту у 
фармацевтичній практиці, є відповідність емпіричному фактору безпеки і 
щоб антимікробна активність зберігалася протягом періоду зберігання та 
застосування ліків, хоч і цього явно недостатньо. Так, дослідження бензойної 
кислоти та її препаратів, десятки років широко використовуваних у 
консервуванні ліків (і продуктів харчування), показало, що навіть цей 
відомий препарат має коканцерогенними властивостями. 
Зазвичай виділяють три групи консервантів: неорганічні сполуки,  
металоорганічних сполук та органічні сполуки. У складі лікарських засобів 
найбільшого поширенні здобули органічні сполуки. Це, наприклад, різні 
спирти, феноли, кислоти, складні ефіри та інші. 
Аналіз літератури виявив, що у складі м’яких лікарських форм 
зазвичай використовують парабени, пропілпараоксібензоат, офлоксацин, 
мірамістим.  
До парабенів відносяться ніпагін та ніпазол. Ніпагін (метилпарабен) - 
це консервант, антисептик, що активно пригнічує ріст грампозитивних 
бактерій, менш активно проти грамнегативних бактерій і цвілевих грибів. 
Поєднання даних консервантів можна спостерігати у мазі "Протогентин", у 
розробці компанії «Біосинтез» [148, 159]. 
Офлоксацин (антибіотик фторхінолонового ряду) - антибактеріальний 
засіб, що діє переважно на грамнегативні бактерії, а також ефективний 
відносно мікроорганізмів, стійких до більшості антибіотиків і 
сульфаніламідів. Антибіотик інгібує фермент ДНК-гідразу і призводить до 
загибелі бактерії. Проявляє вплив на РНК бактерій і синтез бактеріальних 
білків, стабільність бактеріальних мембран та інші життєві процеси 
бактеріальних клітин. 
Іншим антимікробним консервантом є мірамістин, що має широкий 
антибактеріальний спектр дії. Мірамістин проявляє гідрофобний вплив на 
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цитоплазматичні мембрани мікроорганізмів, тим самим, збільшуючи 
проникність цих мембран і клітинних стінок та руйнуючи їх.  
Окрім вищезазначених речовин використовують як додаткові 
консервати стабілізований золь наночастінок срібла, що виявляє 
антибактеріальну активність відносно поліассоціатів патогенної мікрофлори, 
а також хлоргексидин біглюконат, що є місцевим антисептиком, з переважно 
бактерицидною дією. Наприклад, даний консерван присутній у мазі 
«Арголол», що була розроблена науково-виробничим об'єднанням «Ліком» 
[156]. 
В якості допоміжних речовин також використовують анестезуючі 
компоненти, оскільк мазеві основи, які володіють вираженою дегідратуючою 
активністю, при ураженнях шкіри викликають біль. При аплікаціях 
протеолітичних ферментів на рани може з'являтися відчуття зуду. До складу  
мазей вводять місцеві анестетики, такі як тримекаїн або лідокаїн[155]. 
Таким чином, важливими елементами оптимізації біотехнології 
антисептичного препарату, що запланований до застосування в ветеринарїі 
або медицині як засіб повержневої дії, є розробка ефективних та зручних для 
застосування готових форм.    
 
1.4. Основні сфери практичного застосування препаратів 
лізоензимів  
 
Ферменти (нативні або іммоібілізовані) використовуються в різних 
галузях промисловості - харчовій, текстильній, фармацевтичній, шкіряній, в 
медицині, сільському господарстві, в тонкому органічному синтезі, для 
очищення стічних вод та інш. [161-163]. Іммобілізовані біокаталізатори 
застосовують у процесах харчової промисловості, а саме: при гідролізі 
крохмалю, білків, полісахаридів; при освітленні вин, соків, покращення їх 
фільтрації, інтенсифікації процесів дифузії; в консервній промисловості, у 
процесах рафінації і екстракції в масложировій промисловості, при гідролізі 
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масел, для покращення якості харчових продуктів та подовження терміну їх 
придатності [163-168]. 
Інтенсивний розвиток отримало використання ферментних препаратів 
у медицині та косметології [108, 149, 169-171]. Гнійно-запальні 
захворювання та післяопераційні ускладнення є актуальною проблемою 
сучасної клінічної хірургії. Іммобілізовані ферменти відкрили шлях до 
створення лікарських препаратів пролонгованої дії зі зниженою токсичністю 
та алергенністю.  На основі нанодисперсних полімерних систем, до складу 
яких входять біогенні елементи та поверхнево-активні речовини, створені 
нові антисептичні препарати [172]. 
Одною з основних задач, які поставлені при створенні медичних 
препаратів на основі іммобілізованих ферментів є створення системи 
лікарських засобів з регульованою фармакокінетикою [173]. Для вирішення 
цих задач використовують включення біологічно активних речовин в 
мікрокапсули, в тому числі в ліпосоми. Ліпосомні препарати ефективні при 
лікуванні інфаркту мозку, ішемічній хворобі серця [174]. Існують 
перспективні дослідження мультиферментних мікрокапсул, які імітують 
клітини живого організму [175]. Розроблені препарати пролонгованої дії – 
тромболітичні, фібрінолітичні, протеолітичні – для лікування серцево-
судинних захворювань, тромбозів, тромбоемболій, інфарктів міокарду [176]. 
Створений стерильний апірогенний розчин іммобілізованих на 
поліетиленоксиді протеаз може використовуватися в медицині та ветеринарії 
при отриманні ін’єкційних препаратів іммобілізованих ферментів [177].  
Впроваджено у клінічну практику очну суспензії на основі 
високодисперсного кремнезему – силіксу [178]. Було виявлено, що сам 
високодисперсний кремнезем не тільки має виражену детоксикаційну дію, 
але і сприяє підвищенню біологічної активності ряду лікарських засобів. Це 
дало підстави для розробки нових композиційних матеріалів на основі ВДК і 
адсорбційно закріплених на його поверхні протимікробних фізіологічно 
активних речовин  [179]. 
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Перспективним є одержання біологічно активних полімерів медичного 
призначення шляхом співіммобілізації протеолітичних ферментів та 
антимікробних речовин з метою створення лікарських препаратів 
поліфункціональної дії. При цьому такі лікарські препарати набувають 
особливих властивостей, які пов’язані з їх полімерною природою, а саме 
пролонгованості дії та зменшення його токсичності. Так, на основі 
співіммобілізації систем терполімер – протеаза С та стиромаль – 
норсульфазол – протеаза С створені фермент-полімерні комплекси з 
комбінованою дією, які можуть бути використані як біологічно активні 
полімери медичного призначення для лікування опікових ран  [180, 181].  
Показана можливість отримання композитних хітозаново-целюлозних 
плівок зі змішаних розчинів полісахаридів в метилморфоліноксиді. Плівки 
мають здатність набрякати в водних середовищах (збільшуючи об’єм на 500-
600 %) і можуть представляти інтерес як розподілювальні мембрани або 
плівкові покриття на рани та опіки [182]. Була розроблена технологія 
медичної пов’язки на основі хімічно модифікованої целюлози з закріпленою 
протеазою для покриття ран [183]. 
Впродовж 15 років проводилися клінічні дослідження по 
використанню інтерактивних раньових пов’язок, які отримані шляхом 
іммобілізації ферментів на діальдегідцелюлозі. Пропонується 
використовувати ці терапевтичні системи для закриття ран при 
антропогенних та техногенних катастрофах, в аптечках першої допомоги всіх 
рівнів [184]. 
Ученими НТЦ "ПОЛІФЕРМ" (Росія) розроблена унікальна технологія і 
спосіб отримання терапевтичних систем "Дальцекс-трипсин". Вони 
випускаються у формі раньових покриттів, порошків і мазей, які містять 
іммобілізований фермент трипсин, з широким спектром дії. При 
використанні препарату витрати ензиму зменшуються в сотні разів, а терміни 
лікування скорочуються в 1,5-2 рази завдяки пролонгованій дії  [185].  
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Однак, не лише медицина та косметологія на сьогоднішній час стали 
галузями широкого застосування іммобілізованих та нативних лізоензимів.  
Протеази широко використовуються в лікувальних антисептичних 
засобах у  ветеринарії. На їх основі виробляють препарати зовнішнього 
використання для обробки ран [186-189]. Розробляються різноманітні 
ветеринарні препарати для зовнішнього використання на основі 
протеолітичних ферментів. При цьому найсуттєвішою перевагою даних 
препаратів є їхня здатність вибірково діяти на некротичні тканини, не 
пошкоджуючи живі [190-192].  
Давно почалися розробки побутових та промислових миючих засобів з 
вмістом нативних та іммобілізованих гідролаз різної специфічності [193-195]. 
Провідними виробниками у даній галузі випускаються десятки найменувань 
вказаної продукції. 
Так, компанія Джонсон і Джонсон (США) випускає сімейство миючих 
засобів CIDEZYME, що характеризується швидкою і м'якою дією і 
призначено для ретельного очищення  медичних інструментів перед 
дезінфекцією або стерилізацією. Дані засоби містять протеолітичний 
фермент, який швидко і ефективно проникає в органічну речовину і видаляє 
її з поверхні інструментів. 
Російський виробник, фірма DEZNET, випускає миючий засіб "Біолот" 
(порошок) із вмістом протеолітичного ферменту призначений для ручного і 
машинного миття медичного інструментарію. Інша російська компанія ЗАТ 
«Петроспірт» (Санкт-Петербург) є виробником засобу Еверлюкс-63 для 
запобігання утворенню біоплівок і ефективного очищення ендоскопів. Засіб 
містить амілазу, протеазу, ліпазу, неіогенні ПАР, а також консервант, 
стабілізатор, інгібітор корозії. Перевагами препарату є можливість 
багаторазового використання приготованого розчину. Комбінація складових 
препарату забезпечує ефективне очищення ендоскопів та інструментів при 
його низькому дозуванні. При цьому активно руйнуються забруднення, 
видаляється біоплівка, яка утвоюється в каналах ендоскопів. Використання 
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препарату Еверлюкс-63 значно полегшує механічне очищення приладу 
щітками, а в труднодоступних зонах – замінює її.  
Препарат Еконекс23 Нейтразім (BORER CHEMIE AG, Швейцарія) є 
нейтральним миючим ферментним засобом. Особливо м'який до різних 
матеріалів. Використовується в автоматичних миючих машинах для очистки 
інструментів із нержавіючої сталі (скальпелі, пінцети і т.д.), інструментів із 
замками (щипці, ножиці, затиски і т.д.), лікарняного приладдя (лотки, дитячі 
пляшки, і т.д.). 
Фірма «РамТЕК» представляє на російському ринку французьких 
розробників-виробників засобів для дезінфекції та стерилізації лабораторії 
«Аніос» і підприємства «Жазол». Так препарат «Аніозим-2» - унікальна 3-
ензимна рідина для попередньої, кінцевої та предстерилізаційної очистки 
виробів медичного призначення (в тому числі ендоскопів). Препарат містить 
протеазу, ліпазу, амілазу, ПАР та інші домішки. Для підтвердження 
активності ензимів в робочому розчині лабораторією розроблений якісний 
метод (тоді як в інших аналогічних препаратах, які існують на російському 
ринку пропонується кількісна методика визначення активності ензимів). 
Інший препарат – «Аніос Д.Д.С.Х.» - спрей для очистки та швидкої 
дезінфекції малих за площею поверхонь в лікувальних закладах (в тому числі 
для відділень акушерства, неонатології, різних лабораторій) та на об’єктах 
комунально-побутової сфери [196]. 
Харчова промисловість також є споживачем ферментних препаратів 
[197]. В м’ясній промисловості протеази в основному використовують у 
процесі переробки м’яса, що дозволяє значно прискорити ряд біохімічних 
реакцій та відкриває перспективи модифікації та інтенсифікації процесів 
переробки, прискорюючи пом’якшення та збільшуючи ніжність тканин [198] 
Серед протеолітичних ферментів, які виділяють з рослинної сировини, 
найбільше розповсюдження отримали бромелін з ананасів, фіцин з інжиру, 
папаїн з динного дерева. Бромелін та фіцин здатні впливати на структуру 
м’язової та сполучної тканин, прискорюючи процеси дозрівання м’яса. Крім 
того, вони діють на внутрішньоклітинні білки м’язових волокон, у тому числі 
на актиміозин. Проте найбільш дешевим джерелом протеолітичних 
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ферментів є мікроорганізмів: бактерії, актиноміцети, водорості, дріжджі та 
мікроскопічні гриби. 
Так, з культуральної рідини Bacillus mesentricus 316 M виділено 
комплексний ферментний препарат з високою протеолітичною активністю 
щодо фібрилярних білків, у тому числі колагену та еластину. З відходів 
виробництва антибіотиків вилучили протеолітичний комплекс культури 
Streptomyces griseus [198, 199]. З цієї культури були отримані й 
високоочищені препарати протелін та римопротелін, основу яких складав 
набір протеаз з різною специфічністю, завдяки чому відбувався гідроліз 
багатьох білків на 70-80%. Обидва препарати пройшли виробничу апробацію 
з метою покращання якості м’яса та м’ясних виробів. 
Відомі колагенази бактеріального та тваринного походження. До 
перших належить колагеназа, яку синтезує Clostridium histoliticum, 
Achromobacter iophagus та Serratia proteamaculans. Дослідження ферментного 
препарату колагенази  Serratia proteamaculans у концентрації 0,15% вносили 
до охолодженої м’ясної сировини з високим вмістом сполучної тканини, а 
також до напівсолоних напівфабрикатів на різних стадіях технологічного 
процесу.  При цьому інтенсифікувались процеси переробки, прискорилось 
пом’якшення та збільшилась ніжність тканин [198,199]. 
Найбільше  значення  при  обробці  м’яса  набули  ферменти  
еластолітичної  та  колагенолітичної дії, які широко розповсюджені серед 
видів Bacillus. В м’ясопереробній промисловості протеази бацил 
використовуються в процесі дозрівання м’яса та для збільшення виходу м’яса 
високих сортів на 40–43 %. Для пом’якшення тканин м’яса використовують 
позаклітинні протеази із B. subtilis і A. oryzae, що діють на білки сполучної 
тканини, еластин і колаген, а також на міофібрилярні білки. У м'ясній 
промисловості протеолітичні ферменти застосовують для прискорення 
дозрівання м'яса і підвищення виходу м'яса 1-го сорту з 15% до 40%. 
Ферменти  прицьому вносять способом  посипання  м’яса порошком  
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ферменту або помыщення у розчин. Пом’якшення м’яса при цьому головним 
чином проходить при тепловій обробці. 
Було встановлено, що протеолітичний ферментний препарат 
протосубтилін  позитивно  діє  на  хімічні,  фізико-хімічні,  структурно-
механічні  характеристики  солоних  продуктів  із  м’яса  свинини  та 
яловичини [200] .  Доведено,  що  його  застосування  активізує  розщеплення  
білків  м’язової  тканини,  збільшує  пул  вільних  амінокислот,  зокрема 
відповідальних за смако-ароматичний букет готової продукції, сприяє 
формуванню її ніжної та пластичної консистенції.  
Отримано позитивні результати використання протеолітичних 
ферментів (отриманих з Aspergillus terricola та Aspergillus oryzae) під час 
посолу оселедця. Протеази додавали у кількості 0,1-0,2% від маси риби. 
Процес дозрівання під впливом ферментів супроводжувався пом’якшенням 
консистенції риби [197] 
У виробництві сирів мікробні протеази мають велике значення, як 
замінники сичужного ферменту, виробництво якого потребує забою молодих 
телят та ягнят, і тому відрізняється високою собівартістю. У молочній 
промисловості використання протеаз прискорює дозрівання сирів вдвічі і 
знижує їх собівартість на 10%.  
Згортання молока під дією протеази сичуга телят і ягнят за допомогою 
хімозину є важливою технологічною операцією в сироварінні. Інші протеази 
теж згортають казеїноген молока, але з меншим виходом і меншою міцністю 
згустку казеїну. Так, для досягнення однієї і тієї ж здатності згортання 
пепсину потрібно в 10 разів більше, ніж химозину, а грибні протеази або 
протеази з B. subtilis - в 25 і в 80 разів більше відповідно [201]. 
У виробництві соків добре зарекомендували себе іммобілізовані 
протеази, які дозволяють видаляти з соку білкові сполуки, що надають 
розчинам мутність, але найбільш ефективними при цьому є протеази з 
оптимумом дії в слабо кислому середовищі (рН 4,5), які практично не 
зустрічаються серед представників роду Bacillus, але широко 
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розповсюдженні у дріжджів, наприклад представників роду Yarrowia. Кислі 
протеази дріжджів використовують також для видалення винного осаду  
[201]. 
В хлібопекарській промисловості використовують ферментні  
препарати, отримані з мікроміцетів, що відносяться до роду Aspergillus. 
Співвідношення крохмалю, білка клейковини і пентозанів в борошні має 
бути оптимальним. Ферменти, присутні в самому зерні, завжди беруть участь 
в процесі отримання хлібопродуктів. Протеази здатні розпушувати щільну 
структуру білка клейковини.  
Протеаза, що  має комерційну назву Альфамальт ЛКУ 4020,  була 
отримана з штаму Bacillus subtilis  та використовується для поліпшення 
зовнішнього вигляду вафель і швидкого розрідження тіста [202]. Було 
визначено оптимальний скалад харчової добавки для приготування виробів з 
борошна, згідно з дослідами - 0,005-0,04 % харчової добавки, що включає в 
себе ще борошняну основу і компонент окисної дії. 
Також в хлібопекарській промисловості застосовують у поєднанні з 
амілазою протеїнази, що виділяються з грибів роду Aspergillus. При 
додаванні в кількості 20-50 г на 1 т борошна, вони покращують якість і 
аромат хліба, прискорюють дозрівання тіста на 30%, скорочують витрати 
цукру на виробництво вищих сортів булочних виробів вдвічі, збільшують 
пористість м'якушки і об'єм хліба на 20%. 
Прикладом комплексного ферментного препарату, що містить активні 
протеази і α-амілазу є Амилоризин П10Х. Його застосовують при 
виробництві борошняних кондитерських виробів з метою прискорення 
процесу бродіння і коригування фізичних властивостей клейковини борошна, 
зміни реологічних властивостей тіста, прискорення його "дозрівання". 
Ферментні препарати, що містять протеази, також застосовують для 
регулювання біокаталітичних процесів, що протікають при приготуванні 
тіста і випіканні хліба. Виключно важливі для хлібопечення ті зміни, які 
зазнає білковий комплекс борошна. 
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Підтверджено експериментально доцільність використання препаратів 
нейтральних протеаз у спиртовому виробництві на стадії водно-теплової 
обробки замісу для інтенсифікації процесу генерації дріжджів і спиртового 
бродіння [203]. Введення в виробництво спирту протеолітичного 
ферментного препарату «Нейтраза», що містить нейтральну протеазу, 
дозволяє збільшити вихід основного продукту - етанолу на 1-1,4% і знизити 
кількість побічних продуктів на 15%. 
У пивоварінні для прискорення цих процесів, поліпшення якості пива, 
його смаку, аромату і стійкості, при використанні солоду низької якості і 
несолоджених матеріалів необхідно додавати протеолітичні препарати. 
Протеїнази використовуються також для розчинення білкової каламуті в 
пиві, яка часто випадає у вигляді осаду при зберіганні пива на холоді. 
Гідролізуючи білкові компоненти молодого пива, протеїнази дозволяють 
поліпшити його фільтрованість, підвищити прозорість і колоїдну 
стабільність.  
Відомо також використання металопротеази. В склад металопротеази 
входить атом металу, звичайно цинку, без якого фермент не активний. В 
промисловості металопротеази добувають за допомогою. Специфічність дії 
цих ферментів вища, ніж у серинових протеаз, рівень специфічності в них все 
ж високий. 
В пивоварінні використовують металопротеази Bacillus amiloliquefacies 
i B. termoproteolyticus при гідролізі білків ячменю. Видалення з їх допомогою 
солоду запобігає помутнінню пива, яке проходить при взаємодії білків з 
танінами при охолодженні [197].Традиційно за допомогою протеаз 
отримують білкові гідролізати, які використовують в якості добавок в 
харчовій промисловості. Так, ендопептидаза H. halobium S9, що специфічна 
до гідрофобних амінокислотних залишків, була рекомендована для усунення 
гіркоти в харчових продуктах [199]. 
Легка промисловість (текстильні виробництвах) останім часом також 
розвиває технології з використаням ферментів у таких процесах, як 
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біовідварюваннія [204], у знесклеюванні натурального шовку,  альтернативне 
«хлорування», для цілеспрямованої модифікації зовнішньої поверхні 
вовняних і шовкових волокон щоб надати виробам з них нові споживчі 
ефекти (ефект «місячного світла», м'якість, драпіруємість і ін.) з допомогою 
протеаз кератино- і фібрінолітичної дії; створення ферментативних 
препаратів для одночасного пом'якшення вовняних і тонкосукняних тканин і 
видалення некератиновых протеїнів, що утримуються на поверхні волокна. 
 Сучасні ферментні препарати, у більшості випадків, являють собою 
суміш із декількох індивідуальних ферментів (поліферментні комплекси). 
Особлива роль при цьому відводиться протеолітичним ферментам. 
Попередня обробка лляного волокна ферментними препаратами дозволяє 
збільшити гідрофільність тканини, підвищити сорбцію барвника за рахунок 
модифікації поверхні целюлозного волокна, а отже сприятиме дифузії 
барвника в об’єм волокна і інтенсифікації процесу фарбування [204-206]. 
Використання протеолітичних ферментів для надання тканинам, що 
містять вовну, стійкого м’якого грифу, надає їм необхідних споживчих 
властивостей [207]. 
Поліферментна композиція, яка включає протеолітичні та амілолітичні 
ферменти у співвідношенні 1:1 була ефективно апробована в процесі 
підготовки лляного волокна, що обумовлено здатністю амілолітичних 
ферментів модифікувати поверхню лляного волокна, сприяючи видаленню 
супутніх речовин, та здатністю протеолітичних ферментів діяти на білкові та 
лігнін-подібні речовини, забезпечуючи таким чином підвищення якісних 
показників готової продукції [208]. При використанні поліферментної 
композиції, яка складається з амілолітичного і протеолітичного ферменту, 
також можливо отримати  лляну мичку здатну в подальшому відбілюватись 
до ступеня білизни, який задовольняє вимогам стандарту. Це відкриває 
перспективи розробки ресурсоощадних, екологічно чистих технологій 
відбілювання лляних текстильних матеріалів [209]. 
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 Спосіб надання стабільних лінійних розмірів вовновмісним 
текстильним матеріалам включає обробку аналогічною поліферментною 
композицією амілолітичних та протеолітичних ферменти. При цьому, в 
порівнянні з найближчим аналогом, використання поліферментних 
композицій знижує вартість обробки і час обробки [210]. 
Ще одним напрямом використання протеолітичних ферментів є їх 
застосування у шкіряній промисловості для зневолошування та розм'якшення 
шкіри. При цьому час, необхідний на здійснення необхідних процесів 
скорочується в кілька разів, сортність і якість вовни та шкір підвищується, а 
умови праці в цій галузі виробництва поліпшуються  [211].  
Перспективним є використання продуцентів термостабільних протеаз 
для вирішення проблеми стабільності при різноманітних температурах та 
умовах обробки сировини. Прикладами таких проодуцентів є  Bacillus 
mojavensis, B. pumilus, B. licheniformis, серед грибних культур  Conidiobolus 
coronatus, Beauveria bassiana, Fusarium culmorum, Aspergillus clavatus [212, 
213]. Обробка хутра та шкіри протеолітичними препаратами культур 
Aspergillus oryzae, Streptomyces gruseus та Bacillus sp. дає якісніші 
характеристики порівняно з технологіями, де не використовуються 
ферментні препарати [214, 215].  
Таким чином, представлені дані свідчать про широкі галузі 
застосування лізоензимних препаратів та актуальність розробок їх 
альтернативних готових форм. Вибір продуцента таких ферментів очевидно 
повинен грунтуватися на широкому спектрі протимікробної активності 
синтезованого продукту, а готова форма відповідати напрямку застосування. 
Такі характеристики, як і потенційно широкі сфери застосування, були 
наведені щодо продуценту Streptomyces recifensis var. lyticus, що визначає 
доцільність досліджень та обгрунтування раціональних готових форм 
препаратів-антисептиків на основі його ферментного комплексу для різних 
галузей застосування.       
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І ОСНОВНІ МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 
2.1. Матеріали 
2.2.1. Мікробні культури 
 
В роботі використовували культуру продуцента комплексу 
бактеріолітичних ферментів Streptomyces recifensis var. lyticus з музею 
кафедри промислової біотехнології НТУУ "КПІ", природний штам 2435 
(ВКПМ № AC 668), штам-мутант 2435/М (УКМ ІМВ № Ас-5001), а також 
штами-надсинтетики бактеріолізинів, отримані в ході проведеної селекції 
куьтури –  S101, АЕ52, 107, UN44 з музею кафедри промислової 
біотехнології НТУУ “КПІ”. Культура S. recifensis var. lyticus синтезує 
багатокомпонентний літичний ферментний комплекс, до складу якого 
входять глікозидази, літичні ендопептидази, мурамідази, нелітичні 
протеїнази, амілази  [1-3]. 
Для визначення антагоністичної активності досліджуваної культури 
використовували референс-штами з Української колекції Інституту 
мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного НАН України:  
грампозитивні бактерії – Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 
11778, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Kocuria (Micrococcus) varians ATCC 
9341; грамнегативні бактерії -  Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris 
ATCC 6896, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enterica NTCT 
9027; дріжджі – Candida albicans ATCC 10231, Candida utilis ATCC LIA-01.  
Для визначення літичної активності досліджуваних штамів та 
розроблених ферментних препаратів використовували тест-культури з музею 
кафедри промислової біотехнології НТУУ “КПІ”: Staphylococcus aureus В-
918, Escherichia coli В-926, Lactobacillus bulgaricus 51. 
Для аналізу біосинтетичної активності окремих клонів в процесі 
селекції культури використовували тест-культури з музею кафедри 
промислової біотехнології НТУУ “КПІ” та музею кафедри генетики і 
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біотехнології Львівського національного університету імені Івана Франка: 
Staphylococcus aureus В-918, Escherichia coli В-926, Sarcina lutea B-255.   
Для визначення антагоністичної активності культури та специфічності 
антибіотиків використовували тест-культури з музею Інституту мікробіології 
і вірусології ім. Д. К. Заболотного НАН України: Staphylococcus aureus В-918, 
Escherichia coli В-926, Pseudomonas aeruginosa В-900, Candida albicans Y-
2681, Candida cefyr Y-899, Bacillus subtilis B-901, Bacillus subtilis B-617, 
Micrococcus flavus Ac-634, Fusarium graminearum, Pythium sylvaticum, 
Bipolaris sorokiniana, Rizoctonia solani. 
Для дослідження антимікробної активності (літичної, 
бактеріостатичної, комбінованої дії) розроблених варіантів готових форм 
антисептиків використовували наступні тест-культури (музейні та клінічні 
штами) з музею Лабораторії медичної мікробіології з музеєм патогенних для 
людини мікроорганізмів ДУ „Інститут епідеміології та інфекційних хвороб 
ім. Л.В. Громашевського НАМН України”: Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, ATCC 9027, №233, № 430, № 452, № 183, № 278 та № 222  (клінічний), 
Escherichia coli ATCC 25922 та № 4  (клінічний), Staphylococcus aureus  
ATCC 25923, ATCC 6538 та № 260,  Candida albicans ATCC 10231.  
Для розроки препаратів на основі клітинних структур молочнокислих 
бактерій із застосуванням розроблених бактеріолітичних препаратів 
використовували cелекціоновані штами з музею кафедри промислової 
біотехнології НТУУ “КПІ”: Lactobacillus murinus LE (ІМВ В-7037), 
Lactobacillus rhamnosus LB3 (ІМВ В-7038), Lactobacillus acidophilus C, 
Lactobacillus acidophilus  EP 317, Lactobacillus bulgaricus LB 51, Lactobacillus 
delbrueckii NCDO 213.  
 
2.1.2. Поживні середовища, основна сировина та речовини 
 
2.1.2.1. Поживні середовища для вирощування продуцента, тестових 
та інших мікробних культур 
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Поживні середовища для вирощування культури продуцента 
S. recifensis var. lyticus та біосинтезу антимікробних продуктів  [4, 5], (г/дм3): 
- №1, для підтримки культури (середовище Гаузе 2): глюкоза – 10,0; 
м’ясна вода – 60 см3 (або бульйон Хотингера 30 см3); NaCl – 0,5; пептон – 
5,0; агар-агар – 20,0; 
- №2, для розмноження культури: глюкоза – 20,0; К2НРО43Н2О – 0,5; 
MgSO47Н2О – 0,5; NaNO3 –3,0; NaCl – 0,5; FeSO47H2O – 0,01; CaCO3  – 3,0; 
бульйон Хотингера 20 см3 на дм3; рН 6,8-7,8; 
- №3, для вирощування посівного матеріалу: глюкоза  - 6,0; соєве 
борошно дезодороване – 8,0; NaCl – 14,0; К2НРО43Н2О – 2,0; CaCl2 – 4,5; 
MgSO47Н2О  –  5,8;  MnCl24 Н2О – 0,04; пропінол Б-400 – 0,014 дм
3; рН  
7,8-8,2; 
- №4, для виробничого біосинтезу: соєве борошно – 8,0; крохмаль 
картопляний гідролізований – 10,0; NaCl – 14,0; К2НРО43Н2О – 2,0; Мg Cl2 – 
2,2; CaCl2 – 2,0; MnCl24Н2О – 0,04; пропінол Б-400;  рН 7,8–8,2. 
 
Поживні середовища для вирощування тестових та інших мікробних 
культур [5, 6], (г/дм3): 
- №5, для аналізу біосинтетичної активності колоній продуцента та 
визначення індексу літичної активності в процесі селекції: NaCl – 6,0; 
К2НРО43Н2О – 0,5;  FеSО4, МgCl2, MnCl2, CuSO4, ZnSO4 – по 0,01; агар – 
25,0; прогріта (90С, 10 хв) водна суспензія тест-культури з концентрацією 
9109 кл/см3 – 100 см3, рН 7,0; 
- для вирощування моноколоній продуцента в процесі селекції 
використовували стандартні середовище Чапека або середовище Беннета;  
- для вирощування бактеріальних тест-культур використовували 
стандартні середовище м'ясо-пептонний агар (МПА) та м'ясо-пептонний 
бульйон (МПБ); 
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          - для вирощування грибних тест-культур 
 - для вирощування молочнокислих бактерій використовували  
середовище МРС: глюкоза – 20; пептон – 10; м’ясна вода – 100 мл; 
дріжджовий екстракт – 10; NaAc – 5,0; MgSO4 – 0,2; MnSO4 – 0,05. 
  
 
2.1.2.2. Основна сировина та речовини 
 
Основна сировина, що використовувалася у складі поживних 
середовищ: соєве борошно (марка UTB 100, «Сояпротеїн», Сербія), крохмаль 
картопляний гідролізований (за ДСТУ 4380:2005), меляса (ВАТ 
Рокитнянський цукровий завод, Україна, вміст редукуючих цукрів 11,0 
мг/см3), глюкоза, пептон, дріжджовий екстракт, мінеральні солі (ТОВ 
«Хімлаборреактив», виробник Китай). 
Для визначення впливу компонентів синтетичних миючих засобів на 
активність досліджуваного ферментного препарату використовували:  
сульфанол (ТОВ «Альхим», Китай), синтанол (ПП «Фірма Леда», Китай), 
карбоксиметилцелюлоза (ТОВ «Фирма «КААПРИ», Китай), цеоліт (ТОВ 
«Химфарминвест»), карбонат натрію (ТОВ «Margunas», Китай). протеази С 
та амілолітичних препаратів Глюкозим L400 та Термозим L340 («Ензим», 
Ладижин). 
Для визначення здатності розроблених препаратів до деградації 
текстильних волокон використовували зразки тканин  
Для визначення рістстимулювальної активності препаратів 
викорситовували наступні рослини Тест-рослинами були пшениця яра 
Triticum L., горох посівний Pisum sativum L., тифон Brassica rapa L., 
кукурудза Zea mays Bonduelle F1. з колекції  
2.1.3. Компоненти  готових форм препаратів  
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Допоміжні речовини для розробки мяких (мазь, лінімент) готових 
форм препаратів-антисептиків на основі дослідних зразків ферментних 
препаратів:  таблетки Офлоксацин (ЗАТ «Лекхим-Харьков», Україна), мазь 
Мірамістин («Дарниця», Україна), мазь Тетрациклін (ТОВ «Арпімед», 
Вірменія), вазелін  (білий м’який парафін, ПАТ «Фітофарм», Україна), 
поліетиленгліколь – 1000 (за ТУ 2483-007-71150986-2006), поліетиленгліколь 
- 600 (ТУ 2483-007-71150986-2006), поліетиленоксид – 400  (ТУ 2483-007-
71150986-2006), гліцерин (корпорація «Артеріум», Україна), димексид 
(корпорація «Артеріум», Україна), лідокаїн (ТОВ «Фармацевтична компанія 
«Здоров’я», Україна), гентаміцин сульфат (ПрАТ «Фармацевтична компанія 
«Дарниця», Україна). 
Для іммобілізації та стабілізації бактеріолітичного ферментного 
комплексу використовували: аеросил марки А-300, А-380 (Калуський 
дослідно-експериментальний завод, Україна, ГОСТ 14922), метилцелюлозу,  
поліетиленгліколь – 1000 (за ТУ 2483-007-71150986-2006), поліетиленгліколь 
- 600 (ТУ 2483-007-71150986-2006), поліетиленоксид – 400  (ТУ 2483-007-
71150986-2006), полівініловий спирт, поліакриламід  (ТОВ «ТД 
УКРХІМЕКСПО»). Вибір таких носіїв пов’язаний з їх потенційною 
здатністю стабілізувати і пролонгувати дію біологічно активних речовин, 
біологічною нешкідливістю та необхідними формоутворюючими 
характеристиками [7, 8].  
 
2.1.4. Прилади та обладнання 
При проведенні експериментальної роботи та отримання дослідних 
зразків, а також при проведенні випробувань в напіввиробничих умовах  
використовували наступні прилади та обладнання: ротаційна качалка (IKA 
HS/KS 260 basic, Germany) 
  спектрометрі Tensor -37 («Bruker», Німеччина). 
  скануючому електронному мікроскопі фірми GEOL GSM-6060. 
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2.2. Основні методи досліджень 
 
2.2.1. Методи селекції продуцента 
2.2.1.1. Метод отримання мутантів з використанням N-метил-N’-
нітро-N-нітрозогуанідину (НГ). Наважку мутагену розчиняли у Трис–
малеїновому буфері (ТМ-буфер) до концентрації 0,1 %. Спорову суспензію S. 
albus 2435 сконцентровували до 1×109 клітин/мл в об’ємі 400 мкл. Суспензію 
розділяли на 4 порції по 100 мкл. В кожну пробірку вносили Трис-
малеїновий буфер та розчин мутагену так, щоб кінцева концентрація НГ в 
кожній з трьох пробірок становила 1, 2 та 3 мг/мл. Остання пробірка містила 
тільки розчин спор в буфері. Суспензію спор струшували протягом 20 хв для 
кращого проникнення мутагену в клітини. Відмивали дистильованою водою 
два рази, здійснювали десятикратні розведення і висівали на чашки з 
вівсяним середовищем. Культивували протягом 4 діб в термостаті при 
температурі 28±1оС. Порівнювали кількості колоній, утворених спорами, які 
вижили після обробки мутагеном, з числом колоній, що виникли із 
необроблених спор, і визначали відсоток виживання. 
2.2.1.2. Виділення мутантів культури зі зміненою стійкістю до 
стрептоміцину. Мутанти, стійкі до стрептоміцину, отримували шляхом 
висіву суспензії спор S. albus 2435 на середовище Беннета з різними 
концентраціями антибіотика. Колонії, що виросли на середовищі з 
антибіотиком, уколом пересівали на матричні чашки і робили повторну 
перевірку їх резистентності. 
Визначення стабільності ознак резистентності виділених варіантів до 
антибіотика проводили шляхом висіву спор після їхнього зберігання на 
косяках з антибіотиками та без них, та наступним пересівом репліками на 
середовища з відповідною концентрацією антибіотика. Штами, які виросли 
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на середовищі з стрептоміцином після трьох пасажів через неселективні 
умови вважали стрептоміцин – резистентними мутантами. 
2.2.1.3. Метод отримання мутантів з використанням  
ультрафіолетового випромінювання [6]. Мутагенез проводили наступним 
чином. Спорову суспензію штаму  Str. recifensis var. lyticus 2435/М у 
фізіологічному розчині (1×108  клітин/см3), попередньо відцентрифугованої 
для отримання однорідної суспензії (при 2 тис об/хв напротязі 5 хвилин), 
опромінювали у чашках Петрі (10 мл суспензії) при перемішуванні. 
Опромінення проводили УФ-лампою потужністю 40 Вт (довжина хвилі 254-
255 нм) на відстані 30 см впродовж 30-100 с. Розведення та пересів 
опроміненої суспензії проводили в  затемненому місці, щоб уникнути процесу 
фотореактивації. Розсіваючи відповідні розведення опроміненої та вихідної 
суспензії на середовище Чапека № 1 визначали рівень виживання культури 
при різних дозах мутагену. 
2.2.1.4. Метод отримання мутантів з використанням  HNO2. 
Мутагенну обробку проводили зі споровою суспензією досліджуваної 
культури. Готували спорову суспензію у фізіологічному розчині 
концентрацією близько 1×108  клітин/см3. Відбирали  0,2 мл суспензії в 
пробірку з 5,6 мл стерильного ФР (контроль). В інші пробірки з 5,6 мл 
ацетатного буферу (0,2 М, рН 4,4 - 4,6) вносили по 0,2 мл спорової суспензії 
та 0,2 мл розчину нітриту натрію різної молярності (0,5; 1; 2; 3 М). Пробірки 
інкубували різні проміжки часу від 10 до 80 хв.  Через зазначені проміжки 
часу відбирали по 0,5 мл обробленої суспензії та переносили в пробірки з 4,5 
мл стерильного фосфатного буфера (0,2 М, рН 7,0)  для припинення дії 
мутагену. Десятикратні розведення опроміненої суспензії висівали по 0,02 мл 
на чашки з повноцінним середовищем № 1. Засіяні чашки інкубували при 
28ºС протягом 5 -7 діб. Визначали рівень виживання культури при різних 
дозах мутагену. 
2.2.1.5. Відбір штамів-надсинтетиків, отриманих в результаті 
обробки мутагенами різної природи.  Для аналізу здатності окремих клонів 
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продуцента до біосинтезу бактеріолітичного ферментного комплексу спорову 
суспензію культури висівали на агаризоване середовище Чапека або Бенета у 
розведенні, що дозволяє отримати моноколонії. Чашки з посівом інкубували 
при 281 °С впродовж 57 діб. Окремі колонії далі переколювали на 
середовище №5, яке містило як єдине джерело вуглецю суспензію тест-
культури (S. aureus або E. coli) та вирощували при 281°С впродовж 57 діб. 
Бактеріолітичну активність окремих клонів оцінювали за здатністю лізувати 
тест-культуру, характеризували індексом літичної активності (ІЛА) і 
визначали як відношення діаметру зони лізису тест-культури до діаметру 
самої колонії: 
ІЛА =
колонії d
 зони D
, од.            (2.1) 
 
Мінливість культури за ознакою бактеріолітичної активності виражали 
коефіцієнтом варіації ІЛА : 
CV= 100


, % ,                  (2.2) 
де        середнє квадратичне відхилення у виборці; 
             середнє арифметичне величини. 
Біосинтетичну здатність культури характеризували також відсотком 
виникнення у розсіві “плюс”- та “мінус”-варіантів, тобто клонів, величина 
ІЛА яких відрізняється від середнього значення на дві величини 
стандартного відхилення: + 2  та   2 , відповідно. 
 
2.2.2. Методи генетичного аналізу 
2.2.2.1. Метод оцінки варіабельності геному отриманих мутантних 
штамів. Тотальну ДНК виділяли із суспензії клітин культури за допомогою 
комплекту реагентів для виділення ДНК ("ДНК-Технология", Росія) та відразу 
використовували для реакції ампліфікації. Суміш для проведення 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) об’ємом 25 мкл містила 2,5 мкл 10х 
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буфера для фермента, 2 мМ MgCl2, 0,1мМ кожного dNTPs, 15 рМ праймера, 
2,5 од. Taq ДНК-полімерази та 20 мкл мінеральної олії. В реакційну суміш 
вносили 2,5 мкл препарату ДНК. ПЛР проводили на ампліфікаторі "Терцик" 
(Росія). В роботі використовували праймери 5'-(GTG)5-3' і 5'-(GACA)4-3'.     
Застосовувалися наступні температурні режими: Початкова 
денатурація ДНК при +940С протягом 2 хв, 45 циклів - +940С, 30 сек; 
+520С, 45 сек; +720С, 2 хв і завершували ампліфікацію елонгацією при 
+720С протягом 7 хв. Продукти ампліфікації розділяли в 1,7% агарозному 
гелі, який містив 0,05% бромистого етидію, з наступною візуалізацією в 
ультрафіолетовому світлі. Електрофорез проводили протягом 60 хв. при 3 
В/см. Розмір ампліконів визначали за допомогою маркера молекулярної 
ваги Gene Ruler  DNA ladder (MBI Fermentas, Литва). Статистичну обробку 
отриманих результатів проводили з використанням програми РОРGEN 9. 
 2.2.2.2. Дослідження таксономічного статусу культури.  Бактерійну 
ДНК виділяли з добової клітинної культури за допомогою набору “ДНК-
СОРБ В” і проводили ампліфікацію гена 16S рРНК з праймерами 27f і 1492r, 
згідно протоколу [10. Очищений ПЛР-продукт сиквенували з використанням 
тих же праймерів на приладі ABI 310 (Applied Biosystems). 
Отримані нуклеотидні послідовності аналізували за допомогою 
програми BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) і бази даних Genbank. 
За допомогою програми CLUSTAL W, вбудованої в пакет програм MEGA 4 
[11], виконували множинне вирівнювання отриманих послідовностей і 
послідовностей гена 16S рРНК типових штамів, після чого проводили 
побудову філогенетичного дерева з використанням методу найближчого 
звязування (neighbor-joining) і двопараметрової моделі Кімури. Статистичну 
достовірність оцінювали за допомогою bootstrap-аналізу.   
 
2.2.3. Методи визначення антимікробної активності 
2.2.3.1. Визначення літичної активності (ЛА). Літичну активність 
ферментного комплексу або культуральної рідини визначали за здатністю до 
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лізису суспензій тест-культур та виражали у МО/см3. За 1 МО одиницю ЛА 
приймали кількість ферменту, яка знижує оптичну густину суспензії тест-
культури на 0,001 за 1 хв в 1 см3 реакційної суміші, при розведенні ферменту 
(культурального фугату), що забезпечує лізис суспензії на 25-30 %. 
Визначення проводили турбідіметричним методом [12, 13] у наступній 
модифікації: до 4 см3 суспензії тест-культури (оптичною густиною 0,7-0,8 
при λ=540 нм) додавали 0,02-1,0 см3 культурального фугату в залежності від 
тест-культури (що враховували у формулі розрахунку) та інкубували 
впродовж 10-30 хв при 37 та 50С. У контроль додавали 0,02-1,0 см3 
дистильованої води та інкубували у таких же умовах. За різницею оптичною 
густини суспензії до (Dп) та після (Dк) інкубаціїї визначали рівень ЛА. 
Оптичну густину визначали на фотоколориметрі КФК-3 при λ=540 нм у 
кюветі 0,5 см на фоні дистильованої води. 
Літичну активність (ЛА) розраховували за формулою: 
ЛА = (Dп - DкС)N/0,001τ, од/ см
3 
де 
С – коефіцієнт автолізу (відношення Dп/Dк контролю); 
N – розведення проби в реакційній суміші, раз;  
 – час інкубації, хв; 
0,001 – коефіцієнт перерахунку на одиницю активності. 
 
2.2.3.2. Визначення антагоністичної активності культури .  
Антагоністичну активність визначали методом радиальних штрихів, 
використовуючи агаризовене середовище Гаузе 2. Чашки Петрі засівали 
культурою Streptomyces albus 2435 і ставили на пророщування протягом 5 діб 
в термостат при температурі 28С. Після цього методом радиальних штрихів 
підсівали тест-штами мікроорганізмів (концентрація 1105 кл/мл), чашки 
Петрі ставили на 24 год в термостат (t=37С). Вимірювали зони затримки 
росту. 
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2.2.3.3. Визначення антибіотичної активності. Для оцінки 
антибіотичної активності використовували метод паперових дисків та 
біоавтографію. Для методу паперових дисків: на агаризоване середовище 
МПА в чашці Петрі висівали тест-культуру C. albicans Y-2681, до якого 
раніше була виявлена антагоністична активність штаму Str. recifensis var. 
lyticus 2435/M. Чашки із засіяною тест-культурою підсушували в термостаті 
при 37 оС протягом 15 – 20 хв.  
Паперові диски з фільтрувального паперу діаметром 5 мм насичували 
досліджуваним зразком, потім накладали на поверхню поживного агару, 
засіяного тест-культурою. Чашку з тест-культурою та паперовим диском 
вміщували в термостат при температурі 37С на 24 години. Після зазначеного 
часу замірювали зону затримки росту тест-культури навколо паперового 
диску [14]. 
Біоавтографію проводили для готової хроматограми з дослідним 
зразком. Попередньо готували стерильне агаризоване середовище (МПА) в 
яке при температурі 45 – 50 оС інокулювали суспензію тест-культури C. 
albicans Y-2681. Для визначення антибіотичної активності хроматографічну 
пластину з дослідним зразком вміщували в чашку Петрі та заливали готовим 
ПС з суспензією тест-штаму C. albicans Y-2681. Чашку з тест-культурою та 
хроматограмою вміщували в термостат при температурі 37С на 24 години. 
Після зазначеного часу замірювали зону затримки росту тест-культури 
навколо хроматограми [14]. 
2.2.3.4. Визначення бактеріостатичної концентрації біопрепаратів 
(по Голду) [15]. Кількісне визначення бактеріостатичної дії досліджуваних 
зразків проводили при вирощуванні тест-культур на м’ясо-пептонному 
бульйоні з вмістом нативного та іммобілізованого  ГФП, а також 
комбінованого препарату іммобілізованих левоміцетину та ГФП у змінних 
концентраціях.  Після інкубації зразки у відповідному розведенні висівали на 
чашки Петрі з м’ясо-пептонним агаром та підраховували кількість 
життєздатних клітин. 
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Тест-культури попередньо вирощували 18-20 год при 37 С на 2 % 
м’ясо-пептонному агарі (рН 7,2-7,4), змивали фізіологічним розчином, 
стандартизували за стандартом мутності № 10, робили розведення до 
концентрації  10000/см3. Суспензію засівали по 0,2 см3 (2000 клітин) у 
пробірки, що містили по 2 см3 середовища з досліджуваним препаратом 
відповідної концентрації (в контролі – без препарату). Пробірки інкубували в 
термостаті при 37 С впродовж 24 год. Після інкубації з усіх пробірок робили 
висіви напівкількісним методом по Голду по 0,05 см3 на чашки з МПА, 
інкубували при  37 С впродовж 24 год та підраховували кількість колоній, 
що виросли. 
2.2.3.5. Визначення здатності до руйнування та гальмування 
утворення мікробних біоплівок.  
Для дослідження впливу препаратів на біоплівки в роботі 
використовували клінічні штами Pseudomonas aeruginosa, виділені з ран у 
хворих з інфекціями області хірургічного втручання. В якості ферментів 
використовували експериментальні препарати, що синтезуються культурою 
Streptomyces albus: Циторецифен (комплексний антимікробний ферментний 
препарат, активність 60 тис. од./г), циторецифенн-м (іммобілізований на 
аеросилі Циторецифен , активність 30 тис. од./г), Стрептофунгін – 
комбінований рідкий препарат антимікробного ферменту (Циторецифену) та 
антибіотику, активність 6000 од/мл).  В попередній роботі була кількісно 
визначена бактеріостатична дія препарату Циторецифен-М [7] і в даному 
експерименті ми використовували концентрацію 25 мг/мл.  
Дослідження здатності до формування  біоплівок мікроорганізмами 
проводили згідно з методиками Романової Ю.М. [16]. Бактеріальні культури 
вирощували в триптиказосоєвому бульйоні при температурі 370 С. 
Визначення проводили  в плоскодонних планшетах для імуноферментного 
аналізу. Нічні культури штамів розводили поживним середовищем 1:100, 
отримані суспензії вносили по 150 мкл у лунки планшет (в 4 лунки для 
кожного штаму). Для контролю фону також у 4 лунки вносили поживний 
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бульон, в якому інкубували культури. В якості поживного бульона 
використовували триптиказосоєвий бульон. Планшету інкубували певний час 
при 370С. Досліджувані препарати в концентрації 25 мг/мл вносили в різні  
сроки формування біплівки: разом з мікробною масою (інкубували 48 год),  
після росту біоплівки протягом 48 год (інкубація з ферментом 24 год). Потім 
вміст лунок видаляли і вносили по 150 мкл дистильованої води та 15 мкл 1% 
спиртового розчину барвнику кристал віолету. Лунки, заповнені барвником, 
інкубували при кімнатній температурі протягом 45 хвилин. Потім барвник 
видаляли, а лунки триразово промивали дистильованою водою. У відмиті від 
незв’язаної фарби лунки  вносили по 250 мкл етилового спирту і залишали на 
45 хвилин при кімнатній температурі.  Кількість сформованої біоплівки 
оцінювали по інтенсивності забарвлення спирту  на  фотометрі за довжини 
хвилі 630 нм. Кількісним визначенням ступеня утворення біоплівкок 
слугували значення оптичної густини (ОД ОГ). 
При визначенні протимікробної активності препарату на основі фугату 
культуральної рідини Streptomyces recifensis var. lyticus UN 44 в 2 мл зразку 
препарату додавали суспензію клітин тест-культур в 0,2 мл фізрозчину (10 
000), інкубували при 37С впродовж 60 хв і висівали (у розведенні) на чашки з 
триптиказосоєвим агаром (бактерії) або хлорамфеніколовим агаром Сабуро 
(гриби).  Після проростання підраховували кільксть клітин і порівнювали її з 
контролем, що інкубували у фізрозчині без додавання зразку препарату з 
такою ж кількістю клітин. 
При визначенні протимікробної активності препарату на основі 
екстракту Streptomyces recifensis var. lyticus UN 44 зразок (0,5-1,0 мл) вносили 
в пробірки, додавали 2 мл МПБ та 0,2 мл фізрозчину, що містив 2000 кл тест- 
культури. Контроль не містив зразку. Інкубували суміш впродовж 24 год при 
37С , після чого висівали  на чашки з триптиказосоєвим агаром (бактерії) або 
хлорамфеніколовим агаром Сабуро (гриби) 
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2.2.4. Методи культивування продуцента та виділення 
бактеріолізинів та антибіотиків 
Штами культури Streptomyces recifensis var . lyticus зберігались на 
агаризованому середовищі Чапека та у вигляді ліофілізованої культури. 
Для відновлення музейні культури пересівали на пробірки з 
агаризованим середовищем Чапека №1. Нарощування культури проводили на 
рідкому середовищі Чапека №2 у колбах на 250 см3 з 100 см3 середовища на 
качалках при частоті обертання 240 хв-1, протягом 48 годин при температурі 
28±1 °С. Посівний матеріал вирощували на качалках при частоті обертання 
240 хв-1, протягом 48 годин при температури 28±1 °С у колбах на 250 см3 з 
100см3 на середовищі №3, в яке вносили 10% культури з середовища №2. 
Біосинтез проводили у колбах на 750 см3 з 250 см3 середовища №4 та в 
лабораторному ферментері в тих же умовах протягом 72-96 годин. 
 
Визначення технологічних режимів отримання іммобілізованого 
ферментного препарату 
В лабораторних умовах ГФП отримували за наступною схемою: 
посівний матеріал вирощували у качалкових колбах на 750 см3, 
культивування проводили у лабораторному ферментері об’ємом 3 дм3, 
відділення біомаси здійснювали центрифугуванням. У фугат КР вносили 
носій та проводили іммобілізацію описаним вище способом. Препарат 
відділяли центрифугуванням та висушували контактним або ліофільним 
способом у кюветі. 
В дослідно-виробничих умовах посівний матеріал вирощували у 
качалкових колбах та інокуляторі у дві стадії, культивування проводили у 
ферментері на 1000 дм3, біомасу відділяли сепарацією. У фугат КР вносили 
носій та проводили іммобілізацію описаним вище способом. Препарат 
відділяли центрифугуванням та висушували контактним способом у кюветі. 
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Концентрацію біомаси визначали, висушуючи відділений та відмитий 
міцелій при 105 С до постійної ваги та виражали її у мг/см3 культуральної 
рідини.  
Продуктивність культури оцінювали за відношенням величини ЛА до 
концентрації біомаси в культуральній рідині та виражали в ум.од/мг біомаси. 
 
Очищення фугату культуральної рідини мікрофільтрацією. Процес 
мікрофільтрації використовували для очищення фугату від 
високомолекулярних баластних речовин.   
В лабораторних умовах для вибору типу мембрани, робочого тиску, 
дослідження особливостей процесу використовували фільтраційну камеру. 
Враховуючи встановлені попередніми етапами роботи граничні молекулярні 
маси основних компонентів ферментного  комплексу цільового продукту 
(15-90 кD), в роботі досліджували анізотропні мембрани ВНДІСС 
(ацетатцелюлоза)- МФА-0,2; МФА -0,55  та мембрани Міліпор: MF GSWP-
0,22, HAWP-0,45 (ацетилцелюлоза); Bicmax-200, Bicmax-500 
(модифікований поліефірсульфон) однакової пористості з розмірами пор 
0,2, 0,55, 0,22, 0,45, 0,2 та 0,5 мкм відповідно. 
 
У дослідно-промислових умовах процес мікрофільтрації проводили на 
плоскорамній касетній фільтраційній установці Millipor (Франція) з 
фільтруючою поверхнею 2 м2  та мембраною Bicmax-200. 
Концентрування мікрофільтрату ультрафільтрацією. В лабораторних 
умовах для вибору типу мембрани, робочого тиску, дослідження 
особливостей процесу використовували фільтраційну камеру.    
Використовували мембранні ультрафільтраційні елементи з різного 
матеріалу та розміром пор, що приблизно відповідає нижній межі 
молекулярних мас ферментів комплексу: мембрани  ВНДІСС : УАМ-30, 
УАМ-200 (ацетатцелюлоза);  мембрани Міліпор: PLGC (целюлоза), PTGC, 
Bicmax-5 (поліефірсульфон). Значення номінальних молекулярним мас, що 
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відсікаються (НММВ), для вказаних мембран, відповідно 10, 20-30, 10, 30, 5 
kD.  
Електрофоретичне дослідження компонентного складу ферментного 
комплексу  проводили за стандартною методикою у вертикальному 
пластинчастому 15%  поліакриламідному гелі (ПААГ) у трис-ОН буфері з рН 
8,3 у присутності 0,1% додецилсульфата натрія. Молекулярні маси 
компонентів комплексів визначали за їх електрофоретичною рухливістю, 
використовуючи наступні маркери: -лактальбумін (14,4 kD), Soybcan 
Trypsin Ingibitor (20,1 kD), хімотріпсиноген (25,0 kD), карбоангідраза (30,0 
kD), овальбумін (43,0 kD), Bovine Serum Albumin (67,0 kD).  
Фракціонування ферментного препарату проводили за стандартною 
методикою гель-фільтрації з наступними параметрами процесу: матеріал 
Супердекс SF-75 (2000-70000 D), швидкість протоку 1 мл/хв, тиск 0,33 МПа, 
буфер рН 7,0 (0,1 М (NH4)2HCO3, об’єм фракцій 5 мл. Сусідні фракції 
обєднували за концентрацією білку. Приготування зразка: 250 мг 
ферментного препарату розчиняли у 2 мл буферу, центрифугували при 12 
тис. об/хв, відділяли осад та використовували для дослідження надосадкову 
рідину.  
 
Методи визначення характеристик процесу біосинтезу 
В процесі культивування продуцентів (на качалкових колбах та у 
ферментері) відбирали проби культуральної рідини, відділяли міцелій 
центрифугуванням (6000 хв-1, 15 хв) та проводили визначення 
біосинтетичних показників. 
Методика виділення та аналізу речовин антибіотичної природи 
 
Речовини антибіотичної природи виділяли з КР методом періодичної 
рідинної екстракції органічним розчинником, за допомогою ділильних 
воронок. В ділильну воронку вводили досліджуваний водний розчин 
(фугат/біомаса) та органічний розчинник екстрагент, що не змішується з 
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водною фазою: досліджуваний розчин та хлороформ в співвідношенні 4:1 
відповідно. Далі ділильну воронку енергійно збовтували для забезпечення 
гарного контакту фаз, після збовтування фази розділяли. Екстракцію 
виконували у двох повторностях. 
Отриманий екстракт випарювали на роторному вакуумному випарювачі за 
зниженої температури кипіння 40-45С, за рахунок створення в системі 
низького тиску [17]. 
Хроматографічний аналіз фугату культуральної рідини проводили 
методом високоефективної рідинної хроматографії (HPLC) на рідинному 
хроматографі Agilent 1200 з використанням мас-спектрометричного 
детектора Agilent G1956B. Хроматографічна система: колонка XDB-C18 
(Zorbax 150 мм × 4,6 мм × 5 мкм) з неполярними октадецильними групами 
(обернена фаза), рухома фаза – ACN:H2O (55:45) та 0,5 мM розчину ацетату 
амонію, температура колонки 30C, швидкість потоку 1 мл/хв, ізократичний 
режим, інжекція 5 мкл.   
 
2.2.5. Методи отримання готових форм препаратів та композицій 
2.2.5.1. Метод іммобілізації  ферментного  препарату 
Іммобілізацію проводили адсорбційним способом [18, 19], що 
передбачав внесення носія у ферментний розчин або  фугат КР  у змінних 
концентраціях (3-15%)  та  перемішування  на  магнітній  мішалці  протягом 
30-60 хв при температурі 20-30°С. Іммобілізацію проводили у водному 
розчині ферменту, а також у досліджуваних буферних системах: борно-
лужній (рН 8,4), фосфатно-лужній (рН 6,2) та цитратній буферній системі 
(рН 4,1). Утворений гель центрифугували протягом 20 хвилин при 5000 хв-1 і 
видаляли надосадову рідину.  Осад іммобілізованого препарату висушували 
контактним способом при 30°С. Активність препарату аналізували за рівнем 
ЛА та ПА. 
 
 
 
 
84 
2.2.5.2. МЛФ. Спосіб приготування композицій готових форм 
ферментного препарату 
 
Приготування композицій мякої форми на основі отриманого 
лізоензимного препарату для медичного та ветеринарного застосування 
відбувалося наступним способом. Основу препарату отримували, змішуючи 
формоутворюючі компоненти (проксанол-268, ПЕО-400, ПЕГ-600, ПЕГ-1000 
і гліцерин), після чого отриману суміш нагрівали при перемішуванні до 65°С 
до утворення однорідної маси. Далі в охолоджену до 35 – 40 °С мазеву 
основу додавали при перемішуванні водні розчини 
офлоксацину/димексиду/гентаміцин сульфату чи лідокаїну. В отриману 
композицію при перемішуванні додавали лізоензимний препарат до 
утворення однорідної маси, яку охолоджували до  25°С.    
Отримані композиції на основі різних допоміжних речовин 
розфасовували у  пластикові флакони та зберігали при температурі +4°С. 
Композиції рідкої форми створювали на основі фугату Streptomyces 
recifensis var. lyticus. У фугат при перемішування за кімнатної температури  
додавали стабілізатор у концентрації 0,5%. В якості стабілізаторів 
використовували аеросил, метилцелюлозу, полівініловий спирт та 
поліакриламід. 
Отримані розчини розфасовували у скляні флакони та зберігали при 
температурі +4°С. 
 
2.2.5.3. СМЗ 
2.2.6. Біохімічні методи 
2.2.6.1. Визначення протеолітичної активності (ПА) за азоказеїном. 
Метод визначення протеолітичної активності ферментів засновано на 
гідролізі субстрату протеолітичними ферментами, зупиненні реакції шляхом 
додавання трихлороцтової кислоти, колориметричному визначенні 
неосаджених забарвлених тирозин-гістидинвмісних пептидів [13, 20]. 
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За одиницю активності приймають таку кількість ферменту, що за 1 хв. 
утворює 1 мкмоль вільних аміногруп. 
Розрахунки проводили за формулою: 
 
ПА=(Dд -   Dк)К/τ ,од/ см
3×хв, 
де 
Dд – оптична густина дослідних розчинів; 
Dк – оптична густина контрольних розчинів; 
К – коефіцієнт перерахунку на см3; 
τ – час інкубації, хв. 
 
2.2.6.2. Визначення амілолітичної активності. Визначення 
амілолітичної активності [21] проводили за здатністю препарату до гідролізу 
крохмалю, що проявляли при додаванні розчину йоду та визначали 
фотоколориметричним способом.  
Оптична густина досліджуваного розчину (D1) відповідає початковій 
кількості крохмалю – субстрату. Оптична густина досліджуваного розчину 
(D2) відповідає кількості крохмалю, що залишився після гідролізу. 
Кількість прогідролізованого крохмалю визначали за формулою: 
1,0
1
21 


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DD
С , г 
де      D1 – оптична густина контрольного розчину; 
      D2 – оптична густина досліджуваного розчину; 
      0,1 – кількість крохмалю, що взято для аналізу в якості субстрату, г. 
Амілолітичну активність в  од/г препаратів бактеріального походження 
(АС) визначали за формулою: 
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де       n – кількість ферментного препарату,  взятого для досліджень, мг; 
1000 – коефіцієнт перерахунку міліграмів в грами; 
5,885 та 0,001671 – коефіцієнти розрахункового рівняння, які отриманні 
при математичній обробці експериментальних даних залежності кількості 
прогідролізованого крохмалю від кількості ферменту. В коефіцієнти введено 
множник для перерахунку на 1 годину дії ферменту. 
 
2.2.6.3. Визначення редукуючих речовин..  
Визначення концентрації редукуючих цукрів у поживному середовищі 
ферицианідним методом [22]. В пробірку вносять 2 мл досліджуваного 
розчину та 6 мл фериціаніду калію. На 15 хвилин пробірки занурюють в 
киплячу водяну баню. Зразки охолоджують під проточною водою до 
кімнатної температури і вимірюють оптичну густину на спектрофотометрі 
(довжина хвилі – 400 нм, розчин порівняння – вода дистильована). 
Концентрацію визначають за калібрувальним графіком. Реактиви. Розчин 
ферицианіду калію ( на 1 л): карбонату натрію 6 г розчинити в 200 мл води, 
додати 0.6 г червоної кровяної солі K3Fe(CN)6, довести до мітки 
дистильованою водою. 
Визначення білка проводили методом Лоурі [23], рН – 
потенціометричним методом.  
 
2.2.7. Фізико-хімічні методи 
2.2.7.1. Спектральне дослідження зразків іммобілізованих ферментних 
препаратів. 
Метод аналізу базується на вибірковому поглинанні електромагнітного 
випромінювання низьких енергій  досліджуваними речовинами (чисті носії та 
іммобілізований препарат) [24].  Аналіз зразка проводили в сумішах твердої 
речовини з інертним наповнювачем, що не поглинає в ІЧ-частині (бромідом 
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калію). Спектри зразків реєстрували у таблетках з KBr методом ІЧ-
спектроскопії на спектрометрі Tensor -37 («Bruker», Німеччина). 
2.2.7.2 Електронне дослідження зразків іммобілізованих ферментних 
препаратів та текстильних волокон. 
Зразки препаратів досліджували на скануючому електронному 
мікроскопі фірми GEOL GSM-6060. Після фіксації на предметному столі 
зразки покривали  золотом 99,99 у файнкоутері в режимі пульсуючого 
постійного струму. Напруга на електронній гарматі вказана на фото, які 
наведені в роботі. 
2.2.7.3. Екстракція і біоавтографія. Речовини антибіотичної 
природи виділяли з КР методом періодичної рідинної екстракції органічним 
розчинником, за допомогою ділильних воронок. В ділильну воронку вводили 
досліджуваний водний розчин (фугат/біомаса) та органічний розчинник 
екстрагент, що не змішується з водною фазою: досліджуваний розчин та 
хлороформ в співвідношенні 4:1 відповідно. Далі ділильну воронку енергійно 
збовтували для забезпечення гарного контакту фаз, після збовтування фази 
розділялиЕкстракцію сполук з клітин S. albus проводили хлороформом двічі; 
екстракцію з культурального фільтрату проводили хлороформом та 
етилацетатом (тричі протягом 15 хв.)  у співвідношенні 1:4. Отриманий 
екстракт випарювали на роторному випаровувачі за температури 40-45С. 
Після чого сухі екстракти перерозчиняли в хлороформі та просочували ним 
диски фільтрувального паперу діаметром 5 мм, які розкладали на поверхню 
агаризованого середовища (МПА) чашок Петрі, засіяного тест-штамом 
(концентрація клітин 5×108 кл/мл). Тест-штами для визначення антибіотичної 
дії: S. aureus В-918, E. coli В-926, P. aeruginosa В-900, C. albicans Y-2681, C. 
cefyr Y-899, B. subtilis B-901, B. subtilis B-617, Micrococcus flavus Ac-634. 
Чашки с дисками пророщували в термостаті при температурі 37С протягом 
24 г, після чого вимірювали зони затримки росту в мм.  
2.2.7.4. Тонкошарова рідинна хроматографія (ТШХ). Для методу 
ТШХ використовували пластини Silufol UV-254 ("Lachema", Чехія) та 
 
 
88 
систему хлороформ:толуол:метанол=5:1:1 (як модифікатор фази слугував 
10%-й розчин оцтової кислоти). Після хроматографування і висушування 
пластин при кімнатній температурі їх проявляли в парах йоду, фіксували 
отримані плями і розраховували фактор розділення Rf як відношення 
відстаней  
                                                        
Rf = l 
де li і L – відстані від лінії старту до центру плями і розчинника 
відповідно [25]. 
Проявлення пластин в 1%-му спиртовому розчині FeCl3 
використовувалося як якісна реакція на наявність в структурі фенольної 
групи, про що свідчила поява плями буро-фіолетового кольору.  
2.2.7.5. Колонкова хроматографія. Фракціонування частково 
очищеного екстракту здійснювали за допомогою колонкової хроматографії. 
Для цього використовували скляну колонку 320×26 мм.  Як  сорбент 
використовували сілікагель марки "L" ("Lachema", Чехія) II ступеню 
активності за Брокманом з розміром часток 40/100 мкм. Для елюції активних 
фракцій з колонки використовували розчинники (н-гексан, хлороформ, 
ізопропанол, етанол) та їх системи в порядку зростання полярності. Об'єм 
фракцій, що збирались –  50 мл. Швидкість протоку - 0,5 мл/хв. Після елюції 
колонки фракції збирали в окремі ємності по 5 мл, випарювали під зниженим 
тиском і досліджували їх біологічну активність методом паперових дисків 
(наведено вище).  
2.2.7.6.. Визначення спектрів поглинання отриманих сполук. 
Після проведення ТШХ пластину ділили на дві частини: одну частину 
проявляли в парах йоду, з другої, на рівні проявленої плями, знімали шар 
сорбенту (сілуфолу) і екстрагували у 96%-му етиловому спирті протягом 2 г 
при температурі 25-28С. Після чого осаджували центрифугуванням сорбент 
(8000 об/хв, 3 хв.), а отриманий спиртовий екстракт досліджували на 
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спектрофотометрі Specord (Німеччина). Контролем слугував 96% етиловий 
спирт [26]. 
2.2.7.7. Метод HPLC-аналізу (високоефективної рідинної 
хроматоографії)  та мас-спектрометрії. Хроматографічний аналіз 
активних фракцій фугату культуральної рідини проводили на рідинному 
хроматографі Agilent 1200 (США). Хроматографічна система: колонка XDB-
C18 (Zorbax 150 мм × 4,6 мм × 5 мкм) з неполярними октадецильними 
групами (обернена фаза), рухома фаза – ACN:H2O (55:45) та 0,5 мM розчину 
ацетату амонію, температура колонки 30C, швидкість потоку 1 мл/хв, 
ізократичний режим, інжекція 5 мкл.  Визначення молекулярної маси 
отриманих речовин проводили в режимі негативної іонізації з використанням 
мас-спектрометричного детектора Agilent G1956B (США), фіксуючи 
значення m/z [27]. Враховуючи умови іонізації сполук, дійсні молекулярні 
маси речовин зменшували на 1 (віднімалася молекулярна маса водню). 
Структурні формули сполук, згідно їх молекулярних мас, визначали за базою 
даних "Dictionary of natural products. ChemNetBase".  
 
Дослідження компонентного складу ферментного комплексу 
мутантного штаму проводили методом електрофорезу. Для 
електрофоретичного розділення використовували ліофільно висушені 
ферментні препарати вихідного та мутантного штамів, отримані в 
лабораторних умовах. Водні розчини препаратів очищали діалізом при 
охолодженні з використанням армованого целофану проти дистильованої 
води, яку змінювали тричі та наносили на доріжку проби по 10 мкл, що 
містили 20 мкг білка. 
Електрофоретичне розділення проводили за стандартною методикою у 
вертикальному пластинчастому 15 %  поліакриламідному гелі (ПААГ) у 
трис-ОН буфері з рН 8,3 у присутності 0,1 % додецилсульфата натрія. 
Молекулярні маси компонентів комплексів визначали за їх 
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електрофоретичною рухливістю, використовуючи наступні маркери: -
лактальбумін (14,4 kD), Soybcan Trypsin Ingibitor (20,1 kD), хімотріпсиноген 
(25,0 kD), карбоангідраза (30,0 kD), овальбумін (43,0 kD), Bovine Serum 
Albumin (67,0 kD). Для візуалізації результатів використовували барвник 
Кумасі. 
Электрофоретический анализ белков культуральных фильтратов 
(сконцентрированных высаливанием 80 % (NH4)2SO4) проводили методом 
вертикального электрофореза в 12,5 % полиакриламидном геле (ПААГ) при 
10 мА и 100 V в течение 230 минут, используя блок питания Techware PS 
252-2 (Sigma-Aldrich). В качестве референтов использовали маркеры (Sigma 
MW-ND-500), kDa: -лактальбумин (MW=14,2), альбумин куриного яйца 
(MW=45,0), карбоангидраза (MW=29,0), бычий сывороточный альбумин 
(мономер MW=66,0 и димер MW=132,0), уреаза (тример MW=272,0 и гексамер 
MW=545,0). После окончания процесса гелевая пластина для проявления 
окрашивалась раствором амидового черного A-8181 (1 % в 7 % уксусной 
кислоте) (Sigma) и отмывалась в 7% уксусной кислоте.    статья  Сло 
 
2.2.8. Методи аналізу активності та ефективності розроблених препаратів 
та процесів з їх використанням 
2.2.8.1. Метод дослідження рістстимулюючої дії препаратів  
культуральної рідини. Дослідження проводились за методикою вирощування 
рослин методом водної культури [29]. 
Тест-рослинами були пшениця яра та горох посівний. Потрібну 
кількість однорідних насінин замочували у слабкому розчині перманганату 
калію на 0,5 год. Насіння пророщували у чашках Петрі на фільтрувальному 
папері змоченому дистильованою водою за температури 24 °С до 
накльовування. Найжиттєздатніші проростки пересаджували в скляні банки 
на фільтрувальний папір, який змочувався за необхідністю розчинами 
«Стрепрофунгіну» в концентраціях 1:20, 1:10 та нерозведеним розчином. 
Контролем слугували проростки, вирощені на дистильованій воді. 
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Культивування проводилось за температури 25-26 °С в умовах штучного 
освітлення люмінесцентними лампами 4000 лк. За рослинами вели 
фенологічні спостереження та зазначали зовнішній вигляд рослин. Життєвий 
стан проростків оцінювали на 3, 4, 7, 10, 14 добу за морфометричними 
показниками (висота пагонів, довжина коренів, маса сирої та сухої речовини 
їх надземної та підземної частини). Повторність дослідів трикратна. 
Результати досліджень оброблено статистично з використання програм 
Microsoft Office Excel 2007.   
 
 
На даному етапі визначали вплив препарату препарату культуральної 
рідини штаму (робоча назва препарату Стрептофунгін) на проростання 
насіння, ріст та розвиток рослин у віргінільному періоді онтогенезу. 
Тест-рослинами були пшениця яра Triticum L., горох посівний Pisum 
sativum L., тифон Brassica rapa L., кукурудза Zea mays Bonduelle F1. Потрібну 
кількість однорідних насінин замочували у слабкому розчині перманганату 
калію на 0,5 год. Насіння пророщували у чашках Петрі на фільтрувальному 
папері змоченому дистильованою водою за температури 24 °С до 
накльовування. Найжиттєздатніші проростки пересаджували в скляні банки 
на фільтрувальний папір, який змочувався за необхідністю розчинами 
«Стрепрофунгіну» в концентраціях 1:20, 1:10 та нерозведеним розчином. 
Контролем слугували проростки, вирощені на дистильованій воді. 
Культивування проводилось за температури 25-26 °С в умовах штучного 
освітлення люмінесцентними лампами 4000 лк. За рослинами вели 
фенологічні спостереження та зазначали зовнішній вигляд рослин. Життєвий 
стан проростків оцінювали на 3, 4, 7, 10, 14 добу за морфометричними 
показниками (висота пагонів, довжина коренів, маса сирої та сухої речовини 
їх надземної та підземної частини). Повторність дослідів трикратна. Для 
дослідів в ґрунтовий умовах наклюнуте на воді насіння переносили у 
контейнери із простерилізованою ґрунтово-перлітовою сумішшю та 
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поливали робочими розчинами «Стрепрофунгіну» протягом експерименту за 
необхідністю. Контрольні контейнери поливали дистильованою водою. 
Результати досліджень оброблено статистично з використання програм 
Microsoft Office Excel 2007.   
2.2.7.2. Визначення здатності до деградації текстильних матеріалів.  
Специфическую активность ферментных комплексов исследуемых 
штаммов по отношению к целлюлозным волокнистым материалам 
определяли с использованием текстильных образцов 100%-ного хлопка 
плотностью 275 г/см3 (Хлопок 1) и плотность 222 г/см3 (Хлопок 2), а также 
комбинированного материала вискоза/хлопок/лайкра плотностью 233 г/см3. 
Образцы текстильных материалов (по 40 см2) обрабатывали 
культуральными фильтратами исследуемых штаммов  и препаратами 
сравнения в различных условиях, приведенных в таблицах результатов (табл. 
4). При этом использовались различные буферные системы: pH=4,0, pH=5,0, 
pH=6,0 – цитратные, pH=7,0 – фосфатная [21]. Обработку проводили 
инкубированием образцов в растворе фермента на водяной бане 60 минут 
при температуре +55C. После чего образцы выдерживали 10 минут в 
дистиллированной воде при T=+95С для инактивации ферментов и 
отмывали в Н2Одист. для удаления денатурировавших белков. 
В качестве препаратов сравнения использовали целлюлазы (Novozymes 
A/S, Дания) с различными оптимумами активности: Denimax G 361 S (700 
CCU/г, pH=6-7,5, T=+50-60C), Denimax G  601 S (10000 EGU/г, pH=6-7,5, 
T=+40-60C), Cellusoft G -L (750 EGU/г, pH=4,5-5,5, T=+40-55C), Cellusoft 
G-APL (750 ACU/г, pH=4,5-5,5, T=+40-60C). Препараты использовали в 
виде 1%-ного раствора (базовой концентрации, рекомендованной для 
применения производителем). 
Анализ результатов обработки текстильных материалов проводили по 
уровню деградации целлюлозы, измеряя количество образовавшихся 
редуцирующих веществ в реакционной среде феррицианидным методом [22]. 
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2.7.2. Визначення пористості хлібобулочних виробів при використанні 
розробленого поліпшувача.             
 Оцінку органолептичних характеристик хлібобулочних виробів  
проводили гідно показників, зазначених в ДСТУ 4583:2006 «Хліб із житнього 
і пшеничного борошна. Загальні технічні умови». 
Для приготування рідкого хлібопекарського поліпшувача на 
хлібопекарному підприємстві здійснюють диспергування у воді твердого 
хлібопекарського ферментовмісного поліпшувача. Для цього до 100 масових 
частин води, де як таку використовують питну або дистильовану воду, 
додають 2,5-3,5 мас. Циторецифену або Циталу.  Диспергування 
Циторецифену або Циталу, що містить комбінацію ферментів і має вміст 
сухої речовини на рівні 90 % мас. або вище, здійснюють з утворенням рідини 
з амілолітичною активністю 0,05 од./мл і протеолітичною активністю 0,3 
од./мл. Температура води, в якій проводиться диспергування 
ферментовмісного поліпшувача, становить 15-25 ºС. 
 
2.2.8. Математичні методи 
2.2.9.1. Метод оптимізації поживного середовища для вирощування 
посівного матеріалу. 
Поживне середовище для вирощування посівного матеріалу 
оптимізували за вмістом джерел вуглецевого, азотного і фосфорного 
живлення, а також за вмістом мікроелементів. При проведенні експерименту 
використовували метод ортогональних латинських прямокутників 31. 
Схема планування експерименту наведена в табл. 2.1. Вплив того чи іншого 
компоненту середовища на біосинтетичну здатність культури оцінювали за 
рівнем літичної активності (ЛА) утворюваного штамом-продуцентом 
ферментного комплексу. 
Виходячи зі стандартних кількісних характеристик середовищ були 
складені матриці за 8 факторами (кількість компонентів середовища + 1 
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дослідний стимулятор аеросил) на 4 рівнях (концентрації кожного 
компоненту), приготовані 32 варіанти  середовища, а також варіант з 
контрольним поживним середовищем. 
Таблиця 2.1 
Схема планування експерименту: 8 факторів на 4 рівнях 225-Гр 
№ 
п/п 
Р
ів
ні
 
Фактори 
Х1 Х2 Х3 Х4 Х5 Х6 Х7 Х8 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 1 2 1 3 4 4 2 3 
3 1 3 2 1 3 4 4 2 
4 1 4 2 3 2 1 3 4 
5 1 1 3 4 4 2 3 2 
6 1 2 3 2 1 3 4 4 
7 1 3 4 4 2 3 2 1 
8 1 4 4 2 3 2 1 3 
9 2 2 3 2 2 2 2 2 
10 2 1 3 4 3 3 1 4 
11 2 4 1 2 4 3 3 1 
12 2 3 1 4 1 2 4 3 
13 2 2 4 3 3 1 4 1 
14 2 1 4 1 2 4 3 3 
15 2 4 2 3 1 4 1 2 
16 2 3 2 1 4 1 2 4 
17 3 3 3 3 3 3 3 3 
18 3 4 3 1 2 2 4 1 
  
19 3 1 4 3 1 2 2 4 
20 3 2 4 1 4 3 1 2 
21 3 3 1 3 2 4 1 4 
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22 3 4 1 4 3 1 2 2 
23 3 1 2 2 4 1 4 3 
24 3 2 2 4 1 4 3 1 
25 4 4 4 4 4 4 4 4 
26 4 3 4 2 1 1 3 2 
27 4 2 3 4 2 1 1 3 
28 4 1 3 2 3 4 2 1 
29 4 4 2 1 1 3 2 3 
30 4 3 2 3 4 2 1 1 
31 4 2 1 1 3 2 3 4 
32 4 1 1 3 2 3 4 2 
 
 
2.2.9.2 Метод оптимізації поживного середовища для виробничого 
біосинтезу бактеріолізинів. ПС оптимізували за вмістом джерел вуглецевого 
та азотного живлення. При проведенні експерименту використовували плани 
попереднього експерименту – двофакторний дисперсійний аналіз та плани 
основного експерименту – центральний композиційний рототабельний план 
(ЦКРП) [31, 32]. Оптимальні параметри знаходили методом Гаусе-Зейделя по 
поверхні відгуку. Вплив того чи іншого фактору (компонента середовища) на 
біосинтетичну здатність культури оцінювали за рівнем літичної активності 
(ЛА) утворюваного штамом-продуцентом ферментного комплексу. Виходячи 
зі стандартних кількісних характеристик середовища складено матриці 
планування згідно досліджуваної математичної задачі. 
Двофакторний дисперсійний аналіз 
Складали матрицю за 2 факторами на 5 рівнях (концентрації кожного 
фактору), приготовлені 5 варіантів ПС для 25 варіантів досліджуваних 
зразків, а також варіант з контрольним ферментаційним середовищем. Схема 
планування експерименту наведена в таблиці 2.1. 
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Таблиця 2.1. 
Матриця планування дисперсійного аналізу для 2 факторів 
на 5 рівнях 
 
Фактор Х 
B1 B2 B3 B4 B5 
1 2 3 4 5 
Ф
ак
то
р 
А
 
А1 1      
А2 2      
А3 3      
А4 4      
А5 5      
ПС 
варіант 
№1 
варіант 
№2 
варіант 
№3 
варіант 
№4 
варіант 
№5 
Розрахунок двофакторного дисперсійного аналізу проводять за допомогою 
програмного забезпечення Microsoft Excel, надстройка “Пакет аналізу», 
функція «Двофакторний дисперсійний аналіз з повтореннями». 
 
Центральний композиційний рототабельний план 
Складено матрицю за 2 факторами на 2 рівнях з урахування показників 
рототабельних планів. Кількість поставлених дослідів N = 13, з яких: 
- число дослідів ядра матриці – 4; 
- число «зіркових» точок – 4; 
- число нульових точок, N0 = 5; 
- довжина зіркового плеча α – 1,41. 
Матрицю планування експерименту наведено в табл. 2.2. 
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Таблиця 2.2. 
Матриця планування центрального композиційного рототабельного 
плану для постановки експерименту 
Досліди 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
Ф
ак
то
ри
 А -1 -1 +1 +1 -1,41 +1,41 0 0 0 0 0 0 0 
В -1 +1 -1 +1 0 0 -1,41 +1,41 0 0 0 0 0 
 
Розрахунок ЦКРП проводили за наведеним нижче алгоритмом для середніх 
значень ЛА (Yi) для кожного варіанта ПС: 
1. План експерименту, що використовували в розрахунках наведено в табл. 
2.3. 
Таблиця 2.3. 
Матриця центрального композиційного рототабельного плану для 
розрахунку проведених експериментів 
Номер 
досліду 
Фактори 
Змінна стану 
и xiи xjи xiиxjи xiи
2 xjи
2 Yи 
1 1 1 1 1 1  
2 -1 1 -1 1 1  
3 1 -1 -1 1 1  
4 -1 -1 1 1 1  
5 1,414 0 0 2 0  
6 -1,414 0 0 2 0  
7 0 1,414 0 0 2  
8 0 -1,414 0 0 2  
9 0 0 0 0 0  
10 0 0 0 0 0  
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11 0 0 0 0 0  
12 0 0 0 0 0  
13 0 0 0 0 0  
Сума 0 0 0 8 8  
 
де x1и – кодовані значення для фактору А; 
x2и – кодовані значення для фактора В; 
Yи – змінна стану, параметр оптимізації; 
і – порядковий номер для фактору А; 
j – порядковий номер для фактору В; 
и – номер досліду, и = 1 .. 13. 
 
2. Попередні обрахунки для полегшення проведення основного розрахунку: 
 
 
Параметр  розраховували за формулою:  
 
де n – кількість факторів, n = 2; 
N1 – сума дослідів ядра матриці і «зіркових» точок, N1 = 8. 
Якщо означити: 
 
то при N=13; N0=5; N1=8; n=2, отримуємо: λ4= 0,8125; А=0,492; С=1,625. 
3. З урахуванням рівнянь (2.4.) та позначень (2.3.), (2.5.) коефіцієнти регресії 
рахували за формулами:  
 
 
(2.3.) 
(2.5.) 
(2.4.) 
(2.6.) 
(2.7.) 
(2.8.) 
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4. Дисперсії для коефіцієнтів регресії розраховували за формулами:  
 
 
 
 
де  – дисперсія досліду, розраховується за формулою:  
 
5. Оцінку значимості коефіцієнтів регресії проводили за коефіцієнтом 
Стьюдента за формулою:  
 
і умові 
 
де  абсолютне значення і-го коефіцієнта регресії; 
 розраховане значення критерію Стьюдента для кожного коефіцієнту 
регресії; 
 табличне значення критерію Стьюдента, при рівні значимості 5% та 
числу ступенів вільності f0 = N0 1=4, ; 
 середньоквадратичне відхилення . 
Незначимі коефіцієнти відкидали і отримували поліном другого порядку. 
6. Залишкову дисперсію розраховували так:  
 
 
 
 
(2.13.) 
(2.12.) ( . 1.) 
(2.10.) 
(2.14.) 
(2.15.) 
(2.16.) 
(2.17.) 
(2.9.) 
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де  – кількість значимих факторів, що залишилась після відсіювання; 
змінна стану розрахована по отриманому поліному другого порядку. 
Дисперсія, що оцінює адекватність моделі, розраховується за формулою: 
 
де  – число ступенів вільності, . 
7. Адекватність отриманого рівняння регресії перевіряли за критерієм 
Фішера як відношення дисперсії адекватності і дисперсії досліду: 
 
і порівнювали з табличним Fт для ступенів вільності . 
При  рівняння регресії адекватно описує експериментальні дані і 
можна переходити до пошуку координати оптимуму об’єкта дослідження.  
Метод Гауса-Зейделя 
Для пошуку області оптимуму використовували метод Гауса-Зейделя – 
оптимізація виконували шляхом почергового варіювання кожного фактору 
для досягнення оптимуму вихідної змінної. 
Для обрання кроку руху по поверхні відгуку використано модифікацію 
методу найскорішого спуску (метод крутого сходження). Величину кроку δі 
обирали базуючись на попередніх дослідженнях. Перехід до нового 
натурального масштабу інтервалів варіювання здійснювали за формулою:  
Li=bi∙δі, 
де bi – коефіцієнти регресії, δі – одиниці варіювання.  
Визначали абсолютну величину |Lmax| (базовий фактор) та розраховували нові 
коефіцієнти при значимих факторах  за формулою:  
 
Для базового фактору обирали модуль кроку руху по градієнту hбаз., 
враховуючи, що hбаз не повинен перевищувати інтервалу варіювання по 
базовому фактору δбаз. Крок руху для інших факторів розраховували за 
формулою:  
(2.19.) 
(2.18.) 
(2.20.) 
(2.21.) 
(2.22.) 
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hбаз. = hбаз.  
Значення факторів, визначали за формулою: Xji = Xj–1,i + hi, где j – номер 
досліду, і – номер фактору. Результати розумових дослідів (yjm) 
розраховували за отриманою на попередньому плануванні математичною 
моделлю. 
Покроковий рух ефективний, якщо реалізація розумових дослідів, 
розрахованих на стадії крутого сходження, приводила до збільшення значень 
параметра оптимізації (літичної активності) у порівнянні з найкращим 
результатом в матриці ЦКРП. 
2.2.9.3. Статистична обробка результатів досліджень 
Статистичну обробку проводили з застосуванням t-критерію Стюдента 
на 0,05 рівні значущості  [31, 33]. 
Отримані значення t-критерію оцінювалися за таблицями значень 
величини t-критерію для малих вибірок при К ступенях свободи, тобто 
встановлювали рівень достовірності виявлених розбіжностей. 
Розраховували наступні показники: x - середнє арифметичне величини, 
 - стандартне відхилення окремого визначення у виборці, m - стандартне 
відхилення середньої величини. Стандартне відхилення у виборці визначали 
по формулі: 
 
1n
xx 2

  , 
де 
n – число спостережень. 
Стандартне відхилення середньої величини 
n
m  . 
Для оцінки достовірності  розбіжностей розраховували t-критерій по 
формулі: 
2
2
2
1
2
1
21
nn
xxt



  
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РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 
 
РОЗДІЛ 3. ПРОДУЦЕНТ БАКТЕРІОЛІЗИНІВ STREPTOMYCES 
RECIFENSIS VAR. LYTICUS: ОСОБЛИВОСТІ СЕЛЕКЦІЇ, 
ТАКСОНОМІЯ ТА БІОСИНТЕТИЧНИЙ ПОТЕНЦІАЛ 
 
Практична цінність культури актиноміцету Streptomyces recifensis var. 
lyticus визначається її здатністю до синтезу комплексу ферментів (протеази, 
глюкозамінідази, мурамідази та ряду інших),  спільна дія яких виявляється у  
деградації клітинної стінки широкого спектру бактерій [1, 2]. Бактеріолізини 
культури руйнують клітини Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
Corynebacterium gravis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus 
rettgeri. Стійкішими, але такими, що піддаються лізису при використанні 
підвищених концентрацій ферментів, є Streptococcus thermophilus, Schigella 
sonnei, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae та ряд інших бактерій.  
Культура S. recifensis var. lyticus використовується в дослідженнях та 
розробках ряду наукових лабораторій не лише як продуцент бактеріолізинів [  
], а й завдяки здатності до стимуляції росту мікроорганізмів та рослин [    ]. 
Зважаючи на активність актиноміцетів щодо синтезу різноманітних 
метаболітів, очевидно, й біосинтетичний потенціал даної культури потребує 
подальшого вивчення.     
 
3.1. Багатофакторний відбір штамів-надсинтетиків в процесах 
підтримуючої селекції продуцента бактеріолізинів 
 
Критерієм відбору надпродуцентів бактеріолізинів в ході селекції 
культури  S. recifensis var. lyticus є рівень деградації застосованих тест-
культур, який виявляє комбіновану дію всіх ферментів комплексу. Однак, 
оскільки продукція кожного окремого ферменту генетично детермінована, 
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застосуванням мутагенів може викликати перерозподіл їх співвідношення у 
комплексі, а отже зміну специфічності його бактеріолітичної дії. 
Зважаючи на багатокомпонентність цільового продукту, особливістю 
селекції культури є можливість не лише підвищити літичну активність, а й 
отримати штами зі зміненою здатністю щодо руйнування різних типів 
бактеріальних клітин. Останнє обумовлено відмінністю структури клітинних 
стінок грампозитивних та грамнегативних бактерій, звязки в яких (пептидні, 
глікозидні тощо) і є мішенями для дії окремих бактеріолізинів.           
 
3.1.1. Використання N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіну та мутацій 
антибіотикостійкості в селекції культури S. recifensis var. lyticus 
 
Дотепер в селекції продуцента застосовували хімічний мутагенез (N-
метил-N-нітрозосечовину) [   ], а також протопластування та відбір 
регуляторних мутантів, стійких до рифампіцину [   ]. Отримані штами S. 
recifensis var. lyticus 2435/М, 2R-15 були в 22,5 рази більш продуктивні, ніж 
вихідний штам 2435. Однак з часом, внаслідок гетерогенності культури, в 
популяції накопичуються клони з низьким рівнем біосинтезу, що знижує 
активність штамів загалом.       
Сучасні прийоми відбору і створення високоактивних продуцентів 
повязані з оптимізацією схеми селекції, в якій традиційні методи 
використовуються  у модифікаціях або нових комбінаціях. Тому, на першому 
етапі роботи досліджували можливість використання мутагену, що раніше не 
застосовувався в селекції культури, а саме N-метил-N’-нітро-N-
нітрозогуанідіну (НГ), а також фактору антибіотикостійкості, як для 
підвищення активності вихідної культури (штам 2435), так і для відбору 
активних клонів на різних етапах селекції.  
   Вплив НГ на виживання та мінливість бактеріолітичної здатності 
штаму S. recifensis var. lyticus 2435 визначали по відношенню до тест-
культури Sarcina lutea, яка часто використовується в селекції стрептоміцетів 
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та є представником грампозитивних бактерій, щодо яких виявляється 
максимальна активність продуцента.  
Суспензію спор штаму 2435 обробляли НГ в концентрації 1, 2 та 
3 мг/см3 протягом 20 хв. При найнижчій дозі мутагену виживання культури 
складало 44,3 %, а підвищення концентрації НГ до 2 та 3 мг/см3 знижувало 
цей відсоток до 31,5 та 22,3 %, відповідно (табл. 3.1). Відомо, що НГ індукує 
високу частоту мутацій у дозах, які знижують виживання до 10-50 % [     ], 
тому для виділення мутантів аналізували оброблені у всіх вказаних дозах 
суспензії спор культури.   
Таблиця 3.1 
 
Вплив N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіну на мінливість літичної 
активності S. recifensis var. lyticus 2435 
 
Показники Контроль 
Концентрація НГ, мг/см3 
1 2 3 
Кількість досліджених 
клонів 
228 462 171 159 
Виживання культури, % 100 44,3  31,5  22,3  
Середнє значення ІЛА, од, 
Мm 
3,5±0,03 3,6±0,03 2,2±0,02 1,6±0,02 
Частка «плюс»-варіантів, 
% 
4,8 6,9 2,3 1,5 
Частка «мінус»-варіантів, 
% 
0 2,8 95,7 92,2 
Коефіцієнт варіації, СV,% 17,2 24,1 14,5 13,7 
 
 
В розсіві клонів вихідної культури було виявлено 4,8 % «плюс»-
варіантів і відсутність «мінус»-варіантів – клонів, середнє значення індексу 
літичної активності (ІЛА) яких відрізнялося на дві величини стандартного 
відхилення. Після обробки культури НГ в концентрації 1 мг/см3 середнє 
значення ІЛА розсіву практично не змінювалося (3,6), однак значно зросли 
частки «плюс»- та «мінус»-варіантів (6,9 та 2,8 % , відповідно).   
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Використання вищих концентрацій НГ (2,0 і 3,0 мг/см3) не лише 
суттєво знижувало середнє значення ІЛА, а й практично гальмувало синтез 
бактеріолізинів, оскільки у розсіві таких мутантів переважали «мінус»-
варіанти (до 96%).  
Аналіз впливу НГ на утворення штамів-надсинтетиків бактеріолізинів 
свідчить про низьку ефективність його застосування в селекції S. recifensis 
var. lyticus, оскільки діапазон використаних концентрації мутагену практично 
не може бути розширений. Так, обробка культури НГ в концентрації вище 
3 мг/см3, очевидно недоцільна, зважаючи на вищезазначені показники, а доза 
мутагену нижче 1 мг/см3 призведе до виживання культури більше 50%, а 
отже малій вірогідності появи мутантів загалом. Однак, при обробці 
культури НГ в концентрації 1 мг/см3 виникає достатньо високий відсоток 
«плюс»-варіантів (6,9 %), а отже можливість індукувати цільові мутації.  
Цю здатність НГ ми використовували на наступному етапі роботи,  
досліджуючи можливість використання мутацій стійкості S. recifensis var. 
lyticus 2435 до стрептоміцину, як фактору відбору надпродуцентів. Для цього 
визначали частоту виникнення спонтанних та НГ-індукованих 
стрептоміцинрезистентних (Strr) мутантів.  
В присутності у середовищі 0,1 мг/см3 стрептоміцину виживання 
вихідної культури, а отже виникнення Strr-мутантів, становило 1,6×10-4 %.  
Підвищення концентрації антибіотику до 0,5 та 1,0 мг/см3 знизило виживання 
на 2 та 3 порядки, а в присутності 2,0 мг/см3 стрептоміцину життєздатними 
залишалися лише 3,7×10-8 % спор. Вищі концентрації стрептоміцину 
виявилися летальними для даного штаму. При цьому частота виникнення 
Strr-мутантів в культурі, попередньо обробленої 1 мг/см3 НГ, була вищою на 
два порядки.  
Аналіз ІЛА 151 клонів розсіву вихідної культури виявив 4,0 % «плюс»-
варіантів і відсутність «мінус»-варіантів (табл. 3.2). Середнє значення індексу 
літичної активності Strr-варіантів зросло у порівнянні з вихідною культурою 
на 14 %, а частка «плюс»-варіантів збільшилася більш, ніж у два рази.   
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Середнє значення ІЛА НГ-індукованих Strr-варіантів виявилася майже 
на 30 % вищою, ніж у контролі, та на 14% порівняно із спонтанними Strr-
варіантами. Більше чверті цих мутантів були «плюс»-варіантами. Суттєве 
зростання частки «плюс»-варіантів та підвищення варіабельності активності 
вказує на ефективність пошуку високоактивних продуцентів серед 
стрептоміцин-резистентних клонів.  
 
Таблиця 3.2 
Мінливість Strr-мутантів S. recifensis var. lyticus 2435 за ознакою 
літичної активності внаслідок дії НГ 
Показники Контроль 
Strr - 
варіанти  
НГ- Strr-
мутанти  
Кількість досліджених 
клонів, N 
151 247 243 
Середнє значення ІЛА, од, 
Мm 
3,5±0,03 4,0±0,05 4,5±0,05 
Частка "плюс"- варіантів, % 4,0 8,5 25,9 
Частка "мінус"- варіантів, % 0 0,4 0 
Коефіцієнт варіації, СV,% 25,9 25,6 35,5 
 
Аналіз ІЛА «плюс»-варіантів виявив, що клони з найвищою активністю 
виникали саме серед НГ-індукованих Strr-мутантів (рис. 3.1). Обробка НГ 
індукувала виникнення значної частини "плюс"- варіантів з ІЛА 4,1-6,0 
(29 %). Водночас серед цієї групи Strr-мутантів також виникали штами з ІЛА 
6,1-8,0 (4 %). Отримані дані доводять ефективність обробки спор S. recifensis 
var. lyticus 2435 НГ в концентрації 1 мг/см3 перед висівом на середовище з 
стрептоміцином для наступного відбору надсинтетиків бактеріолітичного 
комплексу. 
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Рис. 3.1. Розподіл клонів S. recifensis var. lyticus 2435 за величиною індексів 
літичної активності 
 
Виділені НГ-індуковані-Strr-мутанти розділили за рівнем стійкості до 
стрептоміцину на три групи (табл. 3.3): низькорезистентні, які ростуть на 
середовищі з 510 мкг/см3 антибіотика (І група); із середнім рівнем 
резистентності (50100 мкг/см3 – ІІ група) та високорезистентні штами 
(100250 мкг/см3 – ІІІ група).  
 
Таблиця 3.3 
Розподіл НГ-індукованих- Strr-мутантів S. recifensis var. lyticus 2435 
за рівнем стійкості до стрептоміцину 
Групи 
мутантів 
Концентрація 
стрептоміцину, 
мкг/см3 
НГ-індуковані Strr-мутанти  
Кількість % 
Середнє значення ІЛА 
«плюс»-варіантів 
І 5-10 194 78,8 3,4±0,2 
ІІ 50-100 32 13,1 4,2±0,2 
ІІІ 100-250 20 8,1 5,4±0,1 
Всього 246 100 4,2±0,2 
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Більше 78% НГ-індукованих Strr-мутантів S. recifensis var. lyticus 
віднесено до I групи. До ІІ групи увійшло 13,1 % мутантів стійких до 
концентрації 50100 мкг/см3 стрептоміцину. Серед досліджуваних мутантів 
були штами стійкі до 100250 мкг/см3 (8,1 %). У І групі стійкості до 
стрептоміцину середнє значення індексу літичної активності «плюс»-
варіантів було найнижчим (3,4), у порівнянні із мутантами ІІ і ІІІ групи, 
середнє значення ІЛА яких, становило 4,2 та 5,4, відповідно. 
У групах, які характеризувалися зростанням стійкості до 
стрептоміцину, спостерігали зростання середнього значення ІЛА. Отже, 
можна сказати, що між ознакою синтезу бактеріолітичних ферментів і рівнем 
стійкості до стрептоміцину спостерігається позитивна кореляція. Таким 
чином, для відбору високоактивних варіантів S. recifensis var. lyticus 2435 
ефективним є використання НГ в концентрації 1 мг/ см3 з подальшим висівом 
на середовище з 0,5 мг/см3 стрептоміцину та відбір Strr-мутантів, стійких до 
100250 мкг/см3 стрептоміцину.  
Серед ІІІ групи вказаних мутантів було відібрано варіант S. recifensis 
var. lyticus 107, стійкий до 100 мкг/см3 стрептоміцину з ІЛА 7,1. Перевірка 
рівня біосинтезу бактеріолітичного комплексу отриманим мутантом на 
рідкому середовищі показала, що його літична активність є вищою, ніж у 
вихідного штаму у 1,61,8 разів.  Цей варіанти надалі в процесі зберігання 
використовували для визначення стійкості набутої ознаки та аналізували 
разом з іншими селектантами.    
 
3.1.2. Застосування комбінованого мутагенезу для ступінчастого відбору 
штамів з підвищеною біосинтетичною здатністю 
 
Одним з мутагенів, що раніше не використовували у селекції культури 
S. recifensis var. lyticus було ультрафіолетове випромінювання (УФВ). Слід 
зазначити, що стабільність закріплення індукованих УФВ мутацій у 
мікроорганізмів, як правило, є нижчою, ніж наприклад, хімічно індукованих 
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змін і залежить не лише від роду, але й від виду культури. Так, у 
стрептоміцетів видів lividans та griseus функціонує система фоторепарації, а у 
Str. coelicolor – ні [   ]. Крім того, чутливість культур до дії УФВ може 
змінюватись в процесі селекції. 
Зважаючи на це на наступному етапі роботи вивчали можливість 
застосування УФВ в селекції культури для проведення комбінованого 
мутагенезу з хімічними мутагенами. Для цього досліджували вплив УФВ на 
раніше отриманий з використанням нітрозометилсечовини штам  S. recifensis 
var. lyticus 2435/М [ ], а також можливість послідовної обробки мутантів 
іншим хімічним мутагеном – азотистою кислотою.    
Вивчення впливу УФВ на стійкість штаму 2435/М дозволило 
визначити інтервал часу обробки спорової суспензії культури, що обумовлює 
виживання 0,11% клітин (рис. 3.2). Саме такий рівень виживання при дії 
даного мутагену визначає велику вірогідність утворення мутантів зі 
зміненою біосинтетичною здатністю  [     ].  Вказаний відсоток виживання 
відповідає часу обробки від 40 до 50 с, а більш ніж 90-% загибель клітин 
культури відбувається після 30 сек опромінення. 
 
 
Рис. 3.2. Вплив тривалості обробки УФВ спорової суспензії  
S. recifensis var. lyticus 2435/М  на рівень виживання культури 
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Для проведення мутагенезу на наступному етапі використовували 
встановлений режим обробки (40 с, потужність лампи 40 Вт), що відповідає 
дозі опромінювання 240 Дж/м2 [      ]. Отримані клони-мутанти культивували 
на середовищах з вмістом тест-культур E. coli В-926 та S. aureus В-918 для 
визначення результату мутагенезу за величиною їх ІЛА щодо цих тест-
культур.  
Аналіз розсіву клонів вихідної та опроміненої культури виявляє 
суттєвий вплив мутагенної обробки на гетерогенність культури та її  
здатність до лізису грамнегативних  культур, що виявляється не лише у 
суттєвому підвищенні відсотку високоактивних клонів у розсіві мутантів 
(ІЛА> 4), а й появі 3-5% клонів з  ІЛА>6, які були взагалі відсутні в популяції 
вихідної культури (рис. 3.3)   
 
 
                               а)                                          б)  
Рис. 3.3. Розподіл величин індексів літичної активності клонів  
S. recifensis var. lyticus 2435/М  щодо  E. coli В-926: 
                    а) вихідна культура, б) опромінена культура 
 
Позитивний ефект мутагенезу виявився й щодо S. aureus В-918 
(рис.3.4), однак максимальні абсолютні значення ІЛА розсіву поступалися 
таким, що виявлялися щодо  E. coli В-926. 
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                               а)                                          б)  
Рис. 3.4. Розподіл величин індексів літичної активності клонів  
S. recifensis var. lyticus 2435/М щодо S. aureus В-918: 
                    а) вихідна культура, б) опромінена культура 
 
У розсіві мутантів переважала кількості клонів  ІЛА= 34 та до 5% 
високоактивних клонів з ІЛА = 56..     
Підвищення  бактеріолітичної активності культури, за даними 
попередніх досліджень [      ], може свідчити або про загальне збільшення 
синтезу продукту або про зміну спрямованості біосинтезу S. recifensis var. 
lyticus у бік підвищення вмісту ферменту N-ацетилмурамідази, що відіграє 
важливу роль в процесі лізису клітин, забезпечуючи умови для прояву 
активності інших літичнних ферментів комплексу – пептидаз, протеїназ.  
Середні значення основних показників у розсіві вихідної та обробленої 
УФВ суспензії показали незначні коливання, а найбільш суттєво зросли 
відсотки появи «мінус»-варіантів (табл. 3.4). Разом з тим позитивним є 
перерозподіл (збільшення) ІЛА основної частини клонів і поява клонів з ІЛА 
 6.  
При аналізі «плюс»-варіантів з максимальними ІЛА окрім абсолютної 
величини індексів наприкінці вирощування враховували також швидкість 
вияву високої біосинтетичної здатності (на третю добу). 
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Такі варіанти мають переваги в практичному застосуванні, оскільки 
дозволяють скоротити тривалість етапу виробничого біосинтезу продукту. За 
цими ознаками серед розсіву УФВ-індукованих мутантів S. recifensis var. 
lyticus був відібраний штам S101 (190% від рівня активності вихідного штаму 
щодо S. aureus В-918), що надалі використовувся в роботі для аналізу 
генетичних змін культури, а також у наступних етапах ступінчастої селекції. 
 
Таблиця 3.4 
Вплив УФВ  на характеристики розсіву  штаму  
S. recifensis var. lyticus 2435/М 
Показники 
Тест-культура E. coli 
В-926 
Тест-культура S. aureus 
В-918 
контроль мутанти контроль мутанти 
Кількість досліджених 
клонів 
150 150 150 150 
Виживання культури, 
% 
100 0,4 100 0,4 
Середнє значення ІЛА, 
од, Мm 
4,10,03 4,60,04 3,10,03 3,40,02 
Частка «плюс»-
варіантів, % 
3,3 4,1 5,2 4,8 
Частка «мінус»-
варіантів, % 
0,8 2,1 0 2,8 
Коефіцієнт варіації, 
СV,% 
13,5 12,7 18,7 20,3 
 
   Обрані для ступінчастої селекції штами S. recifensis var. lyticus є 
мутантами, отриманими з застосуванням N-метил-N-нітрозосечовини (штам 
2435/М) та послідовно N-метил-N-нітрозосечовини (МНС) і УФВ (штам US 
101) [     ]. Для проведення наступного етапу мутагенезу використовували 
НNO2. 
 Аналіз спорових суспензій штамів 2435/М та US 101,  оброблених 
впродовж 20 хв НNO2, виявив концентрацію мутагену (0,5М), при якій 
виживання обох культур є мінімальним і становить 47-50%.  Використання 
більш високих концентрацій НNO2 (1; 2; 3 М ) не давало очікуваного ефекту, а 
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навпаки збільшувало цей відсоток до 80-90%. Очевидно, таке зниження 
летального ефекту пов’язане з підвищенням значення рН реакційної суміші, в 
той час як дезамінування азотистих основ (механізм мутагенного впливу 
азотистої кислоти) відбувається при низьких значеннях рН (4,4-4,6) [      ]. 
 Збільшення тривалості експозиції спорових суспензій штамів 
S. recifensis var. lyticus 2435/М та US 101 з 0,5М НNO2 дозволило досягти 30-
45% виживання культур та встановити їх різну чутливість до даного  мутагену 
(рис. 3.5). Вищою стійкістю характеризувався штам US 101, а виживання 
іншого мутанту, що раніше піддавався впливу МНС, сягало 30%. Характерне 
для мікробних УФ-мутантів явище фоторепарації, очевидно, відіграє важливу 
роль у активації та функціонуванні захисних механізмів стрептоміцету.  
 
а) б) 
Рис. 3.5. Вплив тривалості обробки культури S. recifensis var. lyticus НNO2  
на рівень виживання штамів-мутантів  2435/М (а) та US 101 (б) 
 
Відомо, що для отримання мутантів бактерій азотиста кислота  
ефективна у дозах, які знижують виживання культури до 10-50% [     ]. 
Отримані дані свідчать про значно вищий рівень стійкості S. recifensis var. 
lyticus до даного мутагену в порівнянні з бактеріями, однак  встановлений 
режим обробки (50 хв, 0,5 М НNO2) дає змогу досягти таких показників 
виживання штамів.  
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При дослідженні розсіву клонів штаму 2435/М (вихідного) та 
обробленої азотистою кислотою культури відмічено, що вказана обробка  
підвищує середнє значення ІЛА щодо грамнегативних культур (E. coli В-926) 
та приводить до появи 46 % клонів з  ІЛА>6, які були взагалі відсутні у 
популяції вихідного штаму. Позитивний вплив азотистої кислоти відзначався 
й на підвищення біосинтезу бактеріозинів, активних щодо S. aureus В-918, але 
абсолютні значення ІЛА в розсіві мутантів були нижчими в порівнянні зі 
значеннями ІЛА щодо  E. coli В-926. 
Серед розсіву мутантів штамів 2435/М та US 101, отриманих обробкою 
азотистою кислотою у встановленій концентрації, був відібраний варіанти 
АЕ52 з максимальними ІЛА (7), а показники розсіву проаналізовані 
аналогічно вищенаведеним дослідженням з іншими мутагенами. Узагальнені 
основні характеристики розсівів всіх селекціонованих штамів-надсинтетиків 
представлені у таблиці 3.5.  
  Загальною закономірністю впливу використаних мутагенів в ході 
ступінчастої селекції S. recifensis var. lyticus є незначне збільшення мінливості 
літичної активності культури (CV) щодо S. aureus В-918 (18,7-21,0%) та більш 
суттєве щодо E. coli В-926 (до 20,2%). Оскільки синтезований культурою 
літичний ферментний препарат є комплексом, здатність мутантів до 
руйнування грампозитивних або грамнегативних бактерій є свідченням 
впливу мутагенів на спрямованість біосинтезу культури загалом та 
перерозподілу співвідношення окремих ензимів комплексу. Результатом 
застосування вказаних мутагенів, очевидно, є підвищення синтезу 
ендопептидаз та протеїназ комплексу, що у першу чергу визначають здатність 
руйнувати багатошарову клітинну стінку грамнегативних бактерій. 
Про це свідчить збільшення середнього значення ІЛА щодо E. coli В-
926 з 4,1 до 5,7, максимальне значення якого визначено у розсіві культури 
після трьох етапів мутагенезу. При цьому відсотки «плюс»- і «мінус»-
варіантів у культури коливаються у межах 12% у різних мутантів, 
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лишаючись в той же час оптимальнішими по відношенню до мутантів, 
отриманих на другому етапі обробки.    
 
Таблиця 3.5 
Вплив послідовної обробки S. recifensis var. lyticus використаними 
мутагенами на мінливість літичної активності штамів 
 
 
 
Характеристики 
розсівів штамів 
Використані мутагени та отримані штами  
Природ-
ний  
 
штам 
2435 
МНС 
 
 
штам 
2435/М 
МНС + 
УФВ 
 
штам  
US 101 
МНС + 
НNO2  
 
штам 
АЕ52 
МНС + УФВ 
+ НNO2 
 
штам  
UN44 
Значення характеристики щодо тест-культур  
E. coli В-926 / S. aureus В-918 
Середній індекс 
літичної активності 
(ІЛА), од. 
 
4,1/2,8 
 
4,1/3,1 
 
4,6/3,4 
 
5,2/3,1 
 
5,7/3,2 
«Плюс»-варіанти, 
% у розсіві 
 
2,3/4,2 
 
3,3/5,2 
 
4,1/4,8 
 
1,7/5,4 
 
2,5/3,3 
«Мінус»-варіанти, 
% у розсіві 
 
1,2/1,7 
 
0,8/0 
 
2,1/2,8 
 
1,7/0 
 
2,5/0,8 
 
Коефіцієнт варіації 
(CV), % 
 
10,0/20,2 
 
13,5/18,7 
 
12,7/20,3 
 
20,2/19,0 
 
16,0/21,0 
 
                 Примітка: Наведені дані аналізу розсівів по 150-200 клонів при р0,05. 
 
Найвищий позитивний вплив на підвищення синтезу культурою 
стафілолізинів відмічено при використанні комбінації хімічного та фізичного 
мутагенезу (МНС та УФВ). Середнє значення ІЛА у розсіві такого штаму (US 
101) становить 3,4.  
 Очевидно, що в першу чергу мінливість культури під дією різних 
мутагенів спрямована на зміну здатності до біосинтезу бактеріолізинів, що 
визначають руйнування грамнегативних клітин. Причому, застосування 
ступінчастої селекції дозволяє відібрати варіанти з накопиченням позитивних 
змін. Так,  лише середнє значення ІЛА щодо E. coli В-926, що становить 4,1 у 
штаму 2435/М збільшується у мутантів подвійної обробки до 4,6 та 5,2 
(відповідно відібрані варіанти - US 101 та АЕ52), а у мутанту потрійної 
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обробки – до 5,7. Поряд із цим у розсіві останнього зявляються варіанти з 
ІЛА=8, яких не було у жодному попередньому випадку. Саме цей виділений 
варіант (UN44) розглядали як перспективну основу поліваріантної 
біотехнології продукту. 
 Селекціоновані на різних етапах мутантні штами S. recifensis var. lyticus 
культивували у рідкому поживному середовищі (№4) для визначення рівня 
біосинтезу ферментного комплексу. Представлені на рис. 3.6 дані показують 
підвищення біосинтетичної активності культури на кожному ступені селекції 
в середньому вдвічі. Загалом представлена схема ступінчастої селекції 
продуцента дозволила отримати штам UN 44, продуктивність якого щодо 
синтезу бактеріолізинів у 4,5 рази вища, ніж у вихідного штаму 2435. 
Наведені дані вказують середні значення збільшення біосинтезу ферментного 
комплексу, здатного руйнувати грампозитивні та грамнегативні бактерії. 
 
 
 
 
Рис. 3. 6. Схема ступінчастої обробки  S. recifensis var. lyticus мутагенами 
(вказаними над стрілками) та виділення штамів з підвищеним рівнем синтезу 
щодо попереднього варіанту (значення в дужках) 
 Примітка:*штам в даній роботі не отримували, а використовували для обробки 
 
Штам 2435/М на сьогодні у 1,5 разів продуктивніший за природний 
штам 2435, однак на момент отримання у 2000 р. його активність 
перевищувала вихідний у 22,5 рази [      ]. Часткова втрата біосинтетичної 
активності штаму внаслідок гетерогенності та мінливості культури (як 
природної так і індукованої) свідчить про необхідність підтримуючої селекції 
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продуцента, в тому числі із застосуванням різних комбінацій досліджених 
мутагенів. 
Запропонована схема обробки культури може бути застосована як для 
отримання надсинтетиків, так і як елемент відбору при підтримуючій селекції. 
Однак, використання штамів-мутантів у практиці вимагає не лише контролю 
стабільності набутих ознак, а визначення генетичних особливостей, що 
можуть використовуватися для ідентифікації та прогнозування їх мінливості. 
Ці питання досліджувалися та аналізувалися на наступному етапі роботи. 
 
 
3.2. Аналіз варіабельності культури продуцента та стійкості цільових 
ознак під впливом мутагенів різної природи   
 
Отримані штами-надсинтетики S. recifensis var. lyticus US101, АЕ52, 
UN44 та раніше селекціонований штам 2435/М досліджували щодо 
генетичних змін під впливом факторів різної природи, а також взаємозвязку 
таких змін з фізіологічними характеристиками продуцентів. Вказане є 
важливим для обгрунтування доцільності використання окремих мутагенів в 
підтримуючій селекції культури, отримання мутантів із заданою 
спрямованістю синтезу та розробки способу експрес-ідентифікації штамів. 
Встановлені закономірності, очевидно, зможуть бути використані також в 
селекції інших стрептоміцетів, що складають  значну частину промислових 
продуцентів. 
Пошкоджуюча дія мутагенних чинників може зумовлювати зміни у 
геномі культури, зокрема призводити до перебудов нуклеотидної 
послідовності, що визначали за допомогою молекулярно-генетичних методів. 
Одним з найбільш поширених методів оцінки варіабельності геному є 
використання ДНК-маркерів (коротких олігонуклеотидних праймерів, 
використовуваних у реакції ампліфікації), що дозволяє дослідити значний 
відсоток геному. У результаті ампліфікації утворюється велика кількість 
 118 
фрагментів, які детектуються на електрофореграмі дискретними смугами, а 
кожен зразок характеризується специфічним набором фрагментів. Перевагами 
обраного для аналізу методу є гарна відтворюваність і можливість 
використання для виявлення міжвидової і внутрішньовидової генетичної 
мінливості, ідентифікації видів тощо [    ]. 
Для оцінки варіабельності геному штамів-мутантів виділяли тотальну 
ДНК із суспензій клітин та використовували для реакції ампліфікації [  ]. В 
результаті проведення полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з праймерами 
до тринуклеотидного мікросателітного повтору отримано спектри продуктів 
ампліфікації ДНК, виділеної з природного (контрольного) і мутантних штамів 
S. recifensis var. lyticus (рис. 3.7).  
 
 
                        а)                                                    б)                                                      
Рис. 3.7.  Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК штамів 
S. recifensis var. lyticus з праймерами (GTG)5 (а) та (GACA)4 (б): 
Позначення: М – маркери молекулярної ваги,  1 – штам 2435 (природний), 
                                 штами-мутанти: 2 – 2435/М, 3 –US101, 4 –AE52, 5 –UN44 
 
Загальний спектр ампліконів при використанні праймеру (GTG)5 
нараховує 9 фрагментів розміром від 350 до 1000 п.н. (пар нуклеотидів) (рис. 
3.7, а). Найменша кількість смуг (чотири), виявлена у штаму 2435/М, 
найбільша – у штаму US 101. Порівняльний аналіз патернів ампліконів у 
природного і мутантних штамів, показав, що кожен зразок має свій 
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унікальний набір фрагментів. Спільними у всіх зразках виявились фрагменти 
розміром 400 і 600 п.н.; лише природний штам та мутант 2435/М  відрізнялись 
наявністю у спектрі продукту ампліфікації у 800 п.н. Крім того, визначені 
фрагменти, специфічні лише для одного з п'яти штамів, що можуть бути 
використані у подальших дослідженнях як їх маркери.  Так, лише у спектрі 
природного штаму, на відміну від інших, був відсутній амплікон розміром 
1000 п.н.; лише штам 2435/М мав продукт ампліфікації у 500 п.н., а фрагмент 
у 650 п.н. виявляли лише у мутанта (АЕ52), отриманого з застосуванням двох 
хімічних мутагенів. 
Аналіз профілів продуктів ампліфікації з праймером (GACA)4 показав, 
що загальний спектр нараховує 11 ПЛР-фрагментів, розмір яких варіює від 
300 до 1500 п.н. (рис. 3.7, б). Кожен зразок характеризувався індивідуальним 
набором смуг. Серед визначених ампліконів відмічені такі, що формуються 
лише у одного з п'яти штамів. Зокрема, фрагменти у 950 і 600 п.н. зафіксовані 
у штаму, що зазнав впливу як хімічних мутагенів, так і УФ-опромінення (UN 
44), а фрагмент розміром у 800 п.н. встановлений тільки у природного штаму. 
Виявлений також амплікон, що відрізняв всі мутантні штами від природного - 
300 п.н.  
На основі отриманих результатів були розраховані генетичні відстані 
Нея і побудована дендрограма генетичних взаємозвязків між штамами  S. 
recifensis var. lyticus (рис. 3.8).  Досліджувані штами розділилися на три групи: 
перша об'єднує природний штам 2435 та УФ-мутант US 101, до другої 
увійшли мутанти, що зазнали лише хімічної обробки (2435/М і АЕ52), а 
окремий субкластер сформував штам UN 44, отриманий в результаті 
трьохступінчастої обробки різними хімічними речовинами та УФВ.   
Отже, розподілення штамів по кластерам відбувається відповідно до 
стресових факторів, що спричинили зміни у генетичному апараті організму. 
Незначні зміни первинної структури ДНК, спричинені УФВ, ймовірно, 
обумовили об'єднання в одну групу природного та опроміненого 
ультрафіолетом штамів. 
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 Str. recifensis var. lyticus 2435 (природний) 
 
Str. recifensis var. lyticus US 101 (МНС + УФВ) 
 
Str. recifensis var. lyticus 2435/М (МНС) 
 
 
Str. recifensis var. lyticus АЕ52 (МНС + НNO2 ) 
 
 
Str. recifensis var. lyticus UN 44                                 
(МНС+УФВ+НNO2)  
 
 
Рис. 3.8. Розподіл штамів культури S. recifensis var. lyticus за групами 
відповідно до змін ДНК внаслідок впливу різних мутагенів  
 
Таким чином, в результаті проведеного аналізу встановлені особливості 
спектрів продуктів ампліфікації ДНК штамів S. recifensis var. lyticus з 
праймерами до мікросателітних послідовностей.  Внаслідок порівняльного 
аналізу виявлені фрагменти ПЛР, що можуть бути використані для 
ідентифікації штамів, а також для дослідження специфічності дії на геном 
S. recifensis var. lyticus мутагенних чинників. 
Ідентифікація мікроорганізмів грунтується також на особливостях 
хемотаксономії культур – їх біохімічних характеристиках або біохімічних 
характеристиках окремих їх клітинних структур. До останніх належить 
клітинна стінка, якісний склад якої, наприклад, дозволив свого часу 
розділити актиноміцети та споріднені до них організми на хемотипи.      
В основі такого розподілу покладено характерний для кожного 
хемотипу склад амінокислот, первинна структура пептидоглікана, а також 
склад і структура ліпідів. Основними компонентами клітинних ліпідів 
стрептоміцетів є нейтральні малополярні ліпіди. Для жирнокислотного 
спектру стрептоміцетів характерно переважання насичених кислот ізо (і) - та 
антиізо (аі)-будови    . 
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Враховуючи вказані особливості стрептоміцетів було проведено 
порівняльний аналіз жирнокислотного складу клітинних стінок культури 
S. recifensis var. lyticus – природного штаму 2435 та УФ-мутанту US 101, що 
за вищенаведеними даними зазнав найменших генетичних змін.   
Наведений табл. 3.6 вміст жирних кислот в клітинних стінках 
досліджених штамів в цілому є характерним для стрептоміцетів, а серед 
особливостей – переважали насичені розгалужені жирні кислоти і були 
відсутніми кислоти с числом атомів вуглецю меньше 12 і більше 19. 
 
Таблиця 3.6 
Жирнокислотний склад клітинних стінок штамів S. recifensis var. lyticus 
Жирна кислота Тривалість 
утримування, 
хв 
Вміст жирної кислоти, % 
Штам S101 
(УФ-мутант) 
Штам 2435 
(природний) 
iC14:0 8.46 1.98 0 
iC15:0 10.72 2.31 0 
aiC15:0 10.90 22.12 4.61 
iC16:0 13.05 6.39 1.31 
C16:0 13.90 12.93 17.79 
iC17:0 15.02 3.51 1.42 
aiC17:0 15.56 6.18 2.31 
cis-9,10-C17:0 15.87 2.00 0 
C18:0 18.46 42.58 72.55 
Примітка: 0 – вміст жирної кислоти меньше 0,4% або відсутня 
(Р0,05) 
 
  Вміст насичених розгалужених кислот ізобудови суттєво відрізнявся у 
досліджених штамів і склав 42,52% для мутанту S101 и 9,65% для 
природного штаму 2435.  Така ж закономірність стосувалася вмісту 
основного компоненту жирнокислотного складу обох штамів 
(нерозгалуженої насиченої октодеканової кислоти С18:0): у штаму-мутанту 
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вона складала 42,58%, у природного – 72,55%. Вміст іншої насиченої жирної 
кислоти з нерозгалуженим вуглецевим ланцюгом (С16:0) у штамів 
відрізнявся незначно. 
При порівнянні жирнокислотних спектрів штамів можна виділити ряд 
особливостей. Так, вміст таких кислот, як  aiC15:0 та iC16:0 у штаму-мутанту 
був в середньому в пять разів вище, ніж у природного (2435). В той же час, у 
штаму 2435, на відміну від штаму S101, практично не було  ряду інших 
насичених розгалужених кислот (iC14:0, iC15:0, cis-9,10-C17:0). Встановлені 
дані вказують на вплив УФВ на жирнокислотний склад клітин S. recifensis 
var. lyticus, а отже можливість використання такої додаткової характеристики 
при ідентифікації штамів культури.  
Перевірка стабільності набутих ознак штамів-мутантів здійснювалася 
при пересівах впродовж двох років та засвідчила, що лише штам S101 з 
часом знижує свою біосинтетичну активність (рис. 3.9).  
 
Рис. 3.9. Динаміка біосинтетичної активності селекціонованих штамів  
S. recifensis var. lyticus при зберіганні 
 
Штами, отримані з застосуванням хімічного мутагенезу залишаються 
стабільними і очевидно для практичної розробки найбільші перспективи має 
штам UN 44 з найвищим та стабільним рівнем активності, що надалі і 
використовували в роботі. 
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3.3. Характеристика таксономічного статусу культури  
та біосинетичного потенціалу селекціонованого штаму 
 
Актиноміцети роду Streptomyces належать до одних з найбільш 
використовуваних в практиці продуцентів біологічно активних речовин. 
Сучасна наукова література представляє не лише результати чисельних 
досліджень щодо скринінгу нових штамів стрептоміцетів, селекції, умов 
біосинтезу, аналізу генома, але і аналітичні огляди, що зв'язують питання 
практичного використання нових і відомих продуцентів з питаннями їх 
морфології, таксономії і систематики [   ].  
Одними з найвідоміших учених-дослідників актиноміцетів у ХХ 
столітті стали Н.А. Красильніков і S. Waksman, фундаментальні роботи яких 
дозволили встановити таксономічне положення цих мікроорганізмів і їх 
основні характеристики. Сучасники і наступники розвинули вчення про 
актиноміцети і запропонували різні підходи до систематики і вивчення їх 
властивостей [   ]. Проте, велика видова різноманітність актиноміцетів, і 
зокрема стрептоміцетів, висока мінливість культур, зумовили певні труднощі 
в класифікації і ідентифікації цих мікроорганізмів. Так, в результаті 
реалізації одного з міжнародних проектів, присвяченому перегляду видової 
різноманітності стрептоміцетів (ISP, 1966; []), з раніше описаних і згадуваних 
1000 видів було залишено в списку лише 459. Для порівняння, кількість видів 
стрептоміцетів, заявлених в різних колекціях у 80-і роки: ATCC – 673, DSM – 
473, JCM – близько 600. При цьому, за оцінками дослідників, в кінці 90-х 
років загальна кількість згадуваних в різних джерелах видів стрептоміцетів 
сягала 3000 [   ]. 
Сучасні дослідники стрептоміцетів визнають існування проблем, 
пов'язаних з їх видовою ідентифікацією і систематикою, називаючи останню 
"суперечливою", а існуючі класифікаційні схеми достатньо "суб'єктивними" [    
].  Все це ставить перед вченими завдання щодо оптимізації прийомів 
вивчення культур, застосовуючи сучасні методи і можливості. Відзначимо, 
 124 
що при використанні і патентуванні різних штамів стрептоміцетів, як 
продуцентів широкого спектру біологічно активних речовин, таксономічна 
ідентифікація набуває особливого значення.  
Культура Streptomyces (Actinomyces) recifensis var. lyticus 2435 була 
виділена в 70-х роках ХХ-го століття як продуцент бактеріолітичного 
ферментного комплексу і відповідно ідентифікована [  ]. Не зважаючи на 
широкі перспективи використання даної культури, згадки про неї як про 
продуцент бактеріолізинів були виявлені тільки в роботах українських 
учених і в Росії, де депонувався вихідний штам S. recifensis var. lyticus 2435 
(Всеросійська колекція промислових мікроорганізмів № AC 668).  
Аналіз сучасних досліджень стрептоміцетів і проблем їх систематики, 
вимоги до промислових продуцентів, а також той факт, що штам  S. recifensis 
var. lyticus 2435 був ідентифікований більше 30 років тому тільки на основі 
ряду фенотипових ознак, поставили завдання провести дослідження штаму-
продуцента сучасними таксономічними методами. 
Дослідження таксономічного статусу культури було розпочато з 
аналізу гену 16S рРНК вихідного штаму S. recifensis var. lyticus 2435 (тут далі 
Streptomyces sp.2435). ДНК виділяли з 24-годинної клітинної культури за 
допомогою набору “ДНК-СОРБ В” і проводили ампліфікацію гена 16S рРНК 
з праймерами 27f і 1492r. Очищений ПЛР-продукт сиквенували з 
використанням тих же праймерів. 
Отримані нуклеотидні послідовності (рис. 3.10) аналізували з 
використанням програми BLASTN і бази даних GenВank. За допомогою 
програми CLUSTAL W, вбудованої в пакет програм MEGA 4, виконували 
множинне вирівнювання отриманих послідовностей і послідовностей гена 
16S рРНК типових штамів, після чого будували філогенетичне дерево з 
використанням методу найближчого звязування (neighbor-joining) і 
двопараметрової моделі Кімури.  
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GGGGCAACGCTGGCGGCGTGCTTACACATGCAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGG
CGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGG
GACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACCGTCTGCCGCATGGTGGA
TGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGA
GGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCG
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCG
GGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGA
TCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAA
CATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA
AACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGA 
 
Рис. 3.10. Нуклеотидна послідовність гена 16S рРНК Streptomyces sp.2435, 
депоновна в базі GenВank за № JN129837 
 
Аналіз даних сиквенса гена 16S рРНК Streptomyces sp. показав 
найбільшу еволюційну близькість штаму (98%) з наступними видами 
стрептоміцетів: albus, saprophyticus, sampsonii, albidoflavus, coelicolor, 
limosus, canescens, felleus, flavofungini (рис. 3.11). Натомість, аналіз не лише 
засвідчив близькість досліджуваної культури до типового штаму виду 
recifensis лише на рівні 75%, а й належність його до іншого кластеру 
стрептоміцетів.  
Результати свідчать, що штам Streptomyces sp.2435 знаходиться в одній 
групі з двома іншими видами стрептоміцетів –  albus і saprophyticus. Ця група 
відділена від найближчої групи інших видів роду Streptomyces з 98% 
вірогідністю (bootstrap-аналіз). Таким чином, можна говорити про високу 
вірогідність приналежності досліджуваної культури до даних видів, але не до 
виду recifensis, як було встановлено раніше на основі вивчень лише 
морфолого-біохімічних і культуральних характеристик культури. 
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Рис. 3.11. Дендрограма філогенетичних звязків штаму Streptomyces sp. 2435 з 
типовими представниками роду Streptomyces, отримані порівнянням 
послідовностей гена 16S  рРНК (Цифрами показана частота групування штамів в 
кластери в 100 репліках початкового набору послідовностей ДНК) 
 
Для встановлення видової приналежності Streptomyces sp. 2435 на 
наступному етапі роботи проводили комплекс фізіолого-біохімічних і 
морфологічних досліджень культури, а також аналізували дані щодо 
сучасного систематичного положення видів S. albus і S. saprophyticus.  
Визначення характеру росту досліджуваної культури на різних 
типових для стрептоміцетів агаризованих середовищах показує практично 
повну ідентичність з аналогічними характеристиками типових штамів S. 
saprophyticus АТСС 3351 і S. albusАТСС 25426  (табл. 3.7).  Найбільші 
відмінності можна відзначити, порівнюючи ріст S. saprophyticus і 
Streptomyces sp. 2435 на вівсяному і глюкозо-аспарагіновому агарі. На цьому 
0.005 
S. canescens NBRC 12751 
S. felleus NBRC 12766 
S. limosus NBRC 12790 
S. coelicolor DSM 40233 
S. sampsonii ATCC 25495 
S. albidoflavus DSM 40455 
S. albus strain AS 4.1845 
S. limosus DSM 40131 
S. saprophyticus NBRC 13440 
S t r e p t o m y c e s sp. 2435 
S. albus NBRC 3711 
S. flavofungini NBRC 13371 
               
        S. recifensis NBRC 12813 
 
                S. exfoliatus NRRL B-1237   
  
 
              
S. globisporus subsp. flavofusccus NBRC 100768 
S. globisporus subsp. globisporus NBRC 12867 
 100 
98 
98 
85 
100 
 127 
середовищі повітряний міцелій S. saprophyticus має жовтий відтінок, тоді як 
досліджуваний штам, відповідно білий і сірий з жовтуватим.  
 
Таблиця 3.7 
Характер росту досліджуваного штаму Streptomyces sp. 2435  
і штамів порівняння [       ] 
 
Поживне 
середовище 
 
Міцелій: 
повітряний 
(П), 
субстратний 
(С) 
 
 
S. saprophyticus 
АТСС 3351 
 
 
S. albus 
АТСС 25426 
 
 
Streptomyces sp. 
2435 
Агар Чапека 
 
П білий білий безбарвний 
С безбарвний безбарвний безбарвний 
Вівсяний агар 
 
П жовтий білий білий 
С безбарвний безбарвний безбарвний 
Мінеральний 
агар Гаузе 
П білий білий білий 
С безбарвний безбарвний безбарвний 
Органічний 
агар Гаузе 
П білий до 
кремового 
білий до 
кремового 
білий до 
кремового 
С безбарвний безбарвний безбарвний 
Глюкозо-
аспарагіновий 
агар 
П жовтий сірий з жовтим сірий з жовтим 
С безбарвний безбарвний безбарвний 
 
Представлені результати дослідження здібності до утилізації різних 
джерел вуглецю досліджуваним штамом і культурами порівняння (табл. 3.8) 
також підтверджують ідентичність даних культур за біохімічними 
характеристиками.  
Так, тільки в процесі утилізації арабінози визначається незначна різниця 
в інтенсивності росту Streptomyces sp. 2435 і стрептоміцетів видів 
S. saprophyticus і S. albus. Жодна з порівнюваних культур не утворює 
меланоїдних пігментів при вирощуванні на середовищі з даними джерелами 
вуглецю і загальним для всіх є утворення овальних спор з гладкою 
поверхнею.  
Представлені в роботі експериментальні і літературні дані свідчать про 
високий ступінь відповідності культури, що вивчається, видам S. 
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saprophyticus і S. albus, що вимагає звернутися до їх сучасного 
систематичного положення і таксономічного статусу.  
 
Таблиця 3.8 
Морфолого-біохімічні характеристики досліджуваного штаму  
Streptomyces sp. 2435 і штамів порівняння [ ] 
 
Характеристика 
 
Streptomyces 
saprophyticus 
АТСС 3351 
Streptomyces 
 albus 
АТСС 25426 
Streptomyces 
 sp. 2435 
Здатність до 
утилізації: 
глюкози 
фруктози 
сахарози 
арабінози 
ксилози 
рамнози 
рафінози 
інозиту 
маніту 
 
 
+ 
+ 
 
 
+ 
 
 
 
+ 
 
 
+ 
+ 
 
 
+ 
 
 
 
+ 
 
 
+ 
+ 
 
+ 
+ 
 
 
 
+ 
Утворення мела-
ноїдних пігментів 
не утворює 
 
не утворює 
 
не утворює 
 
Форма спор,  
спосіб утворення 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
овальні гладкі, 
фрагментацією 
Форма  
спороносців 
хвилясті або 
спіральні 
хвилясті або 
спіральні 
хвилясті 
 
                          Примітка:  + нормальний ріст;  слабкий ріст або варіабельний  
 
  Вид S. albus у багатьох джерелах заявлений як типовий для роду 
Streptomyces.  Саме цей вид  був описаний і вивчений Waksman і Pridham як 
один з перших у стрептоміцетів і часто використовувався для порівняння 
нового виду [ ]. У сучасній літературі згадується про десятки штамів даного 
виду, багато з яких є продуцентами антибіотиків, ферментів і інших 
біологічно активних речовин, зокрема використовувані в промисловості.  
На відміну від S. albus, згадки про вид S.saprophyticus вкрай обмежені 
не лише в експериментальних роботах, але і в колекціях і окремих 
систематиках. Зустрічається лише одинична інформація про даний вид, як 
про продуцент будь-яких біологічно активних речовин. У фундаментальних 
 129 
роботах і комплексних дослідженнях, присвячених систематиці 
стрептоміцетов, згадку про вид S. saprophyticus знайдено лише в колективній 
роботі [  ], де даний вид розташований в 1А субскластер першого кластера і 
відмічений лапками (як і ряд інших, видове або систематичне положення 
яких викликає дискусії). У сучасному огляді щодо цього питання 
перераховані доказово встановлені окремі види стрептоміцетів, до числа яких 
входить S. albus, але не згадується S. saprophyticus [  ]. Також наводяться 
дані, що назви S. albus і S. saprophyticus свого часу були використані  по 
відношенню до однієї і тієї ж культури [  ].  Цей факт пояснює такі близькі 
таксономічні характеристики цих видів, показані в нашій роботі. 
Виходячи з представленої інформації, виникає питання про сучасний 
статус виду S. saprophyticus. Очевидно, він все ж є неоднозначним і залишає 
місце для дискусій фахівців-систематиків, за рекомендацією яких видова 
ідентифікація стрептоміцетів повинна грунтуватися також на фізіологічних 
(біосинтетичних) особливостях культур.  
Саме штами S. albus, на відміну від S. saprophyticus, відомі як 
продуценти ряду літичних ферментів, а також антибіотиків [   ]. Вивчення 
антагоністичних властивостей Streptomyces sp. 2435 показало, що штам 
активний по відношенню до Kocuria varians – зона затримки росту 10 мм,  
Candida albicans –  20 мм і Candida utilis  – 6 мм (табл. 3. 9).  Очевидно, що 
культура синтезує антибіотичні речовини і проявляє виражену 
антифунгальную активність.  
Таким чином, на підставі результатів сиквенса гена 16S рРНК 
Streptomyces sp. 2435, порівняльного дослідження особливостей морфології, 
біохімії і біосинтетичної активності штаму, а також аналізу сучасної 
літератури щодо систематики і практичного використання стрептоміцетів, 
нами встановлена видова приналежність штаму Streptomyces sp. 2435 до виду 
Streptomyces  albus. 
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Таблиця 3.9 
Антагоністична активність Streptomyces sp. 2435 
 
№  
п/п 
 
Тест-штами 
Зона 
затримки 
росту, мм  Грампозитивні 
1 Bacillus subtilis ATCC 6633 0 
2 Bacillus cereus ATCC 11778 0 
3 Staphylococcus aureus ATCC 6538 0 
4 Kocuria (Micrococcus) varians ATCC 
9341 
10 
 Грамнегативні  
5 Escherichia  coli ATCC 25922 0 
6 Proteus vulgaris ATCC 6896 0 
7 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0 
8 Salmonella enterica NTCT 9027  0 
 Дріжджі  
9 Candida albicans ATCC 10231 20 
10 Candida utilis ATCC LIA-01 6 
 
 
За результатами представлених у даному розділі досліджень отримано 
новий продуцент бактеріолізинів Streptomyces albus UN44 з підвищеним у 4,5 
рази рівнем синтезу, який обрано для використання в подальшій розробці 
поліваріантної біотехнології. Штам депоновано в Українській колекції 
мікроорганізмів за № ІМВ Ас-5030 та представлено у Патентах на винахід 
(№ 109478) та корисну модель (№88597) як продуцент комплексу літичних 
ферментів.  
При дослідженні нешкідливості селекціонованого штаму отримано 
висновок про належність її до групи авірулентних мікроорганізмів (ІV клас 
небезпеки), що вказує на відсутність небезпеки при роботі з культурою та 
можливість використання її в промисловості (Додаток А). 
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РОЗДІЛ 4. РОЗРОБКА БІОТЕХНОЛОГІЇ ІММОБІЛІЗОВАНОГО 
БАКТЕРІОЛІТИЧНОГО ПРЕПАРАТУ З STREPTOMYCES ALBUS UN44 
 
4.1. Модифікація та оптимізація складу поживного середовища для 
біосинтезу бактеріолізинів селекціонованим продуцентом 
 
На першому етапі роботи проводили оптимізацію складу ПС для 
вирощування посівного матеріалу з використанням селекціонованого 
продуценту S. albus UN44. Оскільки одною з вимог до посівного матеріалу є 
фізіологічна активність, критерієм оптимізації використовували рівень 
синтезу продукту – літичну активність (ЛА), що залежить також й від 
накопичення біомаси продуцента. Поживне середовище оптимізували за 
вмістом джерел вуглецевого, азотного і фосфорного живлення, а також за 
вмістом мікроелементів. Як основу брали середовище для вирощування 
посівного матеріалу (№3) наступного складу (г/л): глюкоза  – 6,0, соєве 
борошно – 8,0, NaCl – 14,0, K2HPO4 – 2,0, MgSO47H2O – 5,8, MnCl2 – 0,04, 
CaCl2 – 4,5.  
Аналіз літератури дозволив виявити стимулюючу та стабілізуючу роль 
сорбентів на фізіологічну активність мікробних культур, а саме, 
високодисперсного кремнезему аеросилу [   ]. Тому, в експерименті 
використовували також аеросил марки А-300,  що додавали у середовище та 
встановлювали його вплив на культуру продуцента в процесі оптимізації.  
Оптимізацію ПС проводили методом ортогональних латинських 
прямокутників та виходячи з стандартних кількісних характеристик 
середовищ складали матрицю за 8 факторами (кількість компонентів 
середовища) на 4 рівнях (концентрації кожного компоненту). Були 
приготовані 32 варіанти посівного середовища, а також варіант з 
контрольним поживним середовищем  (К). 
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Досліджувані варіанти поживних середовищ та отримані після 
проведення біосинтезу у вказаних вище умовах значення виходу продукту 
(лізоензимного комплексу) наведені у табл. 4.1. 
 
Таблиця 4.1 
Схема та результати оптимізації поживного середовища для 
вирощування посівного матеріалу S. albus UN44 
№ 
п/п 
Концентрація компонентів, г/дм3 ЛА, 
МО/см3 
 
глю-
коза 
соєве 
борошно 
NaCl K2HPO4 CaCl2 MgSO4 MnCl2 аеро-
сил 
1 5 10 1 0,5 1,5 1 0 0 2227,7 
2 5 15 1 2 6 7 0,04 5 2698,9 
3 5 20 5 0,5 4,5 7 0,1 1 2110,0 
4 5 25 5 2 3 1 0,08 10 2056,3 
5 5 10 10 2,5 6 2,5 0,08 1 2824,0 
6 5 15 10 1,5 1,5 5 0,1 10 2127,7 
7 5 20 15 2,5 3 5 0,04 0 2252,8 
8 5 25 15 1,5 4,5 2,5 0 5 1767,3 
9 10 15 10 1,5 3 2,5 0,04 1 2759,8 
10 10 10 10 2,5 4,5 5 0 10 2541,8 
11 10 25 1 1,5 6 5 0,08 0 1924,4 
12 10 20 1 2,5 1,5 2,5 0,1 5 1553,1 
13 10 15 15 2 4,5 1 0,1 0 1924,4 
14 10 10 15 0,5 3 7 0,08 5 1585,1 
15 10 25 5 2 1,5 7 0 1 1481,7 
16 10 20 5 0,5 6 1 0,04 10 1795,9 
17 15 20 10 2 4,5 5 0,08 5 2388,5 
18 15 25 10 0,5 3 2,5 0,1 0 1952,9 
19 15 10 15 2 1,5 2,5 0,04 10 1753,0 
20 15 15 15 0,5 6 5 0 1 1824,4 
21 15 20 1 1,5 3 7 0 10 1620,8 
22 15 25 1 2,5 4,5 1 0,04 1 1306,6 
23 15 10 5 1,5 6 1 0,1 5 1713,6 
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Продовження табл. 4.1. 
24 15 15 5 2,5 1,5 7 0,08 0 1503,1 
25 20 25 15 2,5 6 7 0,1 10 1454,2 
26 20 20 15 1,5 1,5 1 0,08 1 2363,3 
27 20 15 10 2,5 3 1 0 5 1360,3 
28 20 10 10 1,5 4,5 7 0,04 0 1627,9 
29 20 25 5 0,5 1,5 5 0,04 5 1931,5 
30 20 20 5 2 6 2,5 0 0 1738,8 
31 20 15 1 0,5 4,5 2,5 0,08 10 1692,2 
32 20 10 1 2 3 5 0,1 1 1431,7 
К                                                              2299,1 
       Примітка: наведені середні значення ЛА n=4 та р0,05 
 
За ортогональною схемою планування проводили оцінку ефектів 
впливу для всіх рівнів кожного фактору за формулами     : 
 
N
y
b
N
j
j


1
0                  
0
1 b
m
N
y
b
N
j
k
ij
ik 


, 
 
де      уj  –  вихід в j-тому варіанті планування; 
          N – загальна кількість варіантів в плані;  
          m – число рівнів кожного фактору;  
          уij
 k – сума виходів в тих варіантах плану, де i-й фактор знаходиться на 
k-тому  рівні. 
 
На основі розрахунків ефектів складено їх матрицю (табл. 4.2). 
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Таблиця 4. 2 
Ефекти впливу компонентів  посівного середовища на рівень 
літичної активності  
 
Глюкоза 
г/л 5 10 15 20 
Ефект +342,5 +30,1 -157,8 -215,7 
Соєве 
борошно 
г/л 10 15 20 25 
Ефект -305,7 +82,2 +62,2 -181,5 
NaCl г/л 1 5 10 15 
Ефект +67,9 -73,5 +97,92 -122,7 
CaCl2 г/л 1,5 3,0 4,5 6,0 
Ефект -48,0 -38,1 +4,0 +80,8 
K2HPO4 г/л 0,5 1,5 2,0 2,5 
Ефект -25,9 +39,0 +18,3 -66,3 
MgSO4 г/л 0 2,5 5,0 7,0 
Ефект -72,2 +89,4 +137,2 -155,4 
MnCl2 г/л 0 0,04 0,08 0,1 
Ефект -101,1 +100,2 +126,4 -132,3 
Аеросил г/л 0 1 5 10 
Ефект -21,7 +96,9 -41,9 -35,4 
 
На основі аналізу даних ефектів впливу отримано склад оптимізованого 
посівного середовища (табл.4.3). 
Таблиця 4. 3 
Склад оптимізованого поживного середовища для вирощування 
посівного матеріалу  S. albus UN44 
Компонент/ 
активність 
Концентрація, г/дм3 
До оптимізації Після оптимізації 
Глюкоза 6,0 5,0 
Соєве борошно 8,0 15,0 
NaCl 14,0 10,0 
K2HPO4 2,0 1,5 
MgSO4 5,8 5,0 
MnCl2 0,04 0,08 
CaCl2 4,5 6,0 
Аеросил - 1,0 
Літична 
активність, 
МО/см3 
 
185617 
 
228515 
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Отже, в ході проведеної оптимізації за методом ортогональних 
латинських прямокутників було встановлено концентрації компонентів 
посівного середовища для вирощування продуцента, що дозволяє підвищити 
рівень активність культури в середньому на 20 %, а отже отримати посівний 
матеріал з підвищеною фізіологічною активністю. Запропонований у складі 
поживного середовищ аеросил, очевидно, впливає стабілізуючи саме на 
мікробну клітину, підвищуючи її стійкість „по типу іммобілізації”, що 
відмічалося також у проаналізованій літературі.  
Для біосинтезу бактеріолітичного ферментного комплексу штамом 
Str. albus UN 44 в існуючих розробках використовували ПС на основі 
глюкози та гідролізованого крохмалю – № 3 та №4 [  ]. Ферментаційне 
середовище № 3) серед основних компонентів містить соєве борошно та 
глюкозу. В умовах промислової реалізації важливим аспектом є зменшення 
ціни ПС, тому в ході попередніх досліджень була показана принципова 
можливість заміни глюкози мелясою, ціна якої у 8-10 разів нижча [   ]. 
Різниця у вартості гідролізованого крохмалю та меляси не така значна, але 
суттєва, а отже потенційно оптимізоване середовище може бути й 
альтернативою крохмального №4. Вибір ПС №3, а не №4 як базового для 
проведення оптимізації обумовлений його стандартністю за вмістом глюкози, 
в той час як середовище з гідролізованим крохмалем на практиці матиме 
коливання вмісту редукуючих речовин (відповідно партії – ступеню гідролізу 
крохмалю). Для проведення оптимізації використовували метод 
попереднього дослідження – двофакторний дисперсійний аналіз, метод 
основного експерименту – центральний композиційний рототабельний план 
(ЦКРП) та аналіз поверхні відгуку методом найшвидшого спуску 
Для еквівалентної заміни джерел вуглецю відповідно до визначеної  
концентрації редукуючих цукрів у гідролізованій мелясі після стерилізації 
встановлено орієнтовний коефіцієнт заміни 80.  Враховуючи складний склад 
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цукрів меляси в роботі виеористовували коефіцієнт заміни 100 до 
теоретичного вмісту глюкози 10 г/дм3 меляси.  
На етапі попереднього відбору розглядалися також варіанти ПС, де 
меляса є єдиним джерелом С та N, а також додатково використовували як 
джерело азоту NaNO3, 0,3%. Для реалізації даного етапу дослідження було 
розроблено 4 варіанти складу ПС з мелясою та контроль (ПС №3) з 
глюкозою. За основу було використано ферментаційне середовище №3 з 
незмінним мінеральним складом і варіацією лише джерел С та N. Склад 
змінних частин варіантів ПС наведено в табл. 4.4. 
Таблиця 4.4 
Композиції джерел C та N у варіантах ПС 
Джерело 
ПС №3 
(контроль) 
варіант 
№1 
варіант 
№2 
варіант 
№3 
варіант 
№4 
С Глюкоза 
Меляса 
10 г/дм3 
Меляса 20 
г/дм3 
Меляса 20 
г/дм3 
Меляса 
20 г/дм3 
N 
Соєве 
борошно 
Соєве 
борошно 
Соєве 
борошно 
- 
NaNO3, 
0,3% 
 
В варіантах середовища №1 і №2 мелясу в концентрації 10 і 20 г/дм3 
використовували як джерело вуглецю; у варіантах №3 і №4 мелясу в 
концентрації 20 г/дм3 використовували як альтернативу глюкози та соєвого 
борошна, але у варіанті № 4 як джерело азоту додавали NaNO3 в концентрації 
0,3%. 
За наведеними даними (рис. 4.1) максимальні показники літичної 
(8615 МО/см3) активності культури відзначаються на варіанті ПС №2, з 
концентрацією меляси 20 г/дм3 та соєвим борошном, що були обрані як 
базові значення при оптимізації. Мінеральний склад ПС при оптимізації не 
змінювали. 
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Рис. 4.1. Літична активність Str. albus UN 44 при культивуванні на різних 
варіантах середовища 
 
Для визначення оптимального складу ПС для біосинтезу використано 
плани екстремального характеру з концепцією рандомізації та послідовного 
аналізу. В послідовності реалізації оптимізації виділено такі етапи: 
1) отримання оптимальних областей дії досліджуваних факторів, 
визначення границі змін концентрацій; 
2) отримання математичної моделі області оптимуму у вигляді 
нелінійної функції відгуку; 
3) пошук оптимальних значень факторів по отриманій поверхні 
відгуку. 
На першому етапі оптимізації ПС використано метод попереднього 
дослідження – двофакторний дисперсійний аналіз для перевірки значимості 
та визначенні діапазонів впливу варіацій концентрацій двох факторів (меляса 
і соєве борошно) на п’яти рівнях на синтез ферментного комплексу. Вихідні 
умови оптимізації задані в табл. 4.5.  
Матриця планування дисперсійного аналізу за 2 факторами зазначена 
у пункті 2.2.9.2. Досліджувані варіанти ПС та отримані після проведення 
біосинтезу середні значення ЛА подані у табл. 4.6. 
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Таблиця 4.5 
Початкові умови до двофакторного дисперсійного аналізу 
Факто
р 
Компонент 
ПС 
Інтервал 
варіювання, 
г/дм3 
Нульовий 
рівень, 
г/дм3 
Межі досліджуваних 
рівнів, г/дм3 
А Меляса 5 20 10 – 30 
В 
Соєве 
борошно 
1,5 8 5 – 11 
 
Таблиця 4.6 
Літична активність (МО/см3) Str. albus UN 44 при культивуванні на 
поживних середовищах за матрицею двофакторного дисперсійного 
аналізу 
 Соєве борошно – фактор В 
 B1 B2 B3 B4 B5 
 г/дм3 5 6,5 8 9,5 11 
М
ел
яс
а 
– 
ф
ак
то
р 
А
 
А1 10 2625 3059 8105 3533 6920 
А2 15 4106 3190 10144 6883 7440 
А3 20 5023 3211 10971 6978 8377 
А4 25 6148 3346 9863 6454 8274 
А5 30 5850 3079 9612 6607 8068 
Контроль 3817 
       Примітка: наведені середні значення ЛА n=4 та р0,05 
 
Розрахунок двофакторного дисперсійного аналізу за цими даними 
підтвердив значимість обох факторів за критерієм Фішера на рівень синтезу 
лізоензимного комплексу. Максимальні показники ЛА отримані для варіанта 
ПС з концентрацією соєвого борошна 8 г/дм3 та меляси 20 г/дм3, тобто склад 
середовища, який був обраний нульовим для даного планування показав 
найвищі результати. 
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Для другого етапу оптимізації використано центральний 
композиційний рототабельний план другого порядку, матрицю планування 
наведено у пункті 2.2.9.2. Оптимізацію виконували за двома факторами, 
інтервал варіювання концентрацій від нульового рівня: меляса – 1,5 г/дм3; 
соєве борошно – 0,5 г/дм3. Досліджувані варіанти ПС та отримані після 
проведення біосинтезу у вказаних вище умовах значення виходу продукту 
(лізоензимного комплексу) наведені у табл. 4.7. 
Таблиця 4.7 
Літична активність Str. albus UN 44 при культивуванні на 
поживних середовищах за матрицею центрального композиційного 
рототабельного плану 
Досліди 
Фактори Концентрації факторів, г/дм3 
ЛА, 
МО/см3 А В Меляса 
Соєве 
борошно 
1 -1 -1 18,5 7,5 7645 
2 -1 +1 18,5 8,5 8526 
3 +1 -1 21,5 7,5 8571 
4 +1 1 21,5 8,5 8194 
5 -1,41 0 17,9 8 8679 
6 +1,41 0 22,1 8 5758 
7 0 -1,41 20 7,3 8787 
8 0 +1,41 20 8,7 8273 
9 0 0 20 8 8250 
10 0 0 20 8 8348 
11 0 0 20 8 8512 
12 0 0 20 8 8379 
13 0 0 20 8 8225 
Контроль  3778 
       Примітка: наведені середні значення ЛА n=4 та р0,05 
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Розрахунок ЦКРП виконували за алгоритмом зазначеним у пункті 
2.2.9.2. Поліном другого ступеню при проведенні планування експерименту 
ЦКРП має вигляд: . 
Коефіцієнти регресії для даного плану склали:                
.  
За коефіцієнтом Стьюдента підтверджена значущість усіх коефіцієнтів, отже 
отримано математичну модель другого порядку: 
 
Адекватність отриманого рівняння регресії підтверджено за критерієм 
Фішера, отже дане рівняння з високою достовірністю (95%) описує зміну ЛА 
культури при зміні концентрації двох факторів ПС та може бути використано 
для подальшої оптимізації по поверхні відгуку.  
На рис. 4.2 (трьохвимірний графік поверхні відгуку) контурними 
смугами показано, що при збільшенні значень по осі х та y (концентрації 
меляси та соєвого борошна) поверхня відгуку вигинається в сторону 
збільшення значень по осі z (ЛА); область оптимуму, на даному графіку не 
досягнута і знаходиться за його межами. 
 
Рис. 4.2. Поверхня відгуку в MathCad математичної моделі другого 
порядку залежності літичної активності культури від досліджуваних факторів 
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Для повного дослідження всієї поверхні відгуку з розширенням 
значень по осі х та y використано інтернет базу даних з набором 
обчислювальних алгоритмів Wolfram|Alpha та отримано поверхню відгуку, 
де вісь x відповідає концентрації меляси в межах 0 – 30 г/дм3, а вісь y – 
концентрації соєвого борошна 0 – 15 г/дм3 (рис. 4.3). 
 
 
а) б) 
Рис. 4.3. Поверхні відгуку в Wolfram|Alpha для математичної моделі 
другого порядку отриманої за ЦКРП: 
 а – трьохвимірний графік; б – контурний графік. 
 
Контурними лініями трьохвимірного графіку (рис. 4.3, а) 
зображено оптимум функції – максимальний показник ЛА; за контурним 
графіком (рис. 4.3, б), наклавши сітку координат, визначено межі оптимуму 
по осях х та y: концентрація меляси – 18 – 21 г/дм3, соєвого борошна 7 – 9 
г/дм3. 
Для пошуку координат оптимуму по наявній математичній моделі 
використано метод Гауса-Зейделя за методикою зазначеною у пункті 2.2.9.2. 
Виходячи з отриманих результатів на попередніх планах 
експерименту обрано величину кроку руху по градієнту концентрацій 
факторів ПС – інтервали варіювання меляси та соєвого борошна 
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відповідно: δ1 = 0,5; δ2 = 0,1. Розраховано, що L1=228, L2=10,2. За величиною 
|Lmax| меляса є базовим фактором, тоді коефіцієнт для меляси  для 
соєвого борошна   
Для базового фактору А (меляса) обрано модуль кроку руху по 
градієнту hбаз.1= 0,5, крок руху для фактору В (соєве борошно) складає hбаз.2= 
0,02 (табл. 4.8). 
 
Таблиця 4.8 
Розрахунок крутого сходження для визначення кількісного 
співвідношення концентрацій меляси та соєвого борошна 
Характеристика 
фактору і 
досліду 
Інтервал 
варіювання 
(δі) 
Коефіцієнт 
регресії (bi) 
Добуток 
Li=bi∙δі 
Коефіцієнт 
( ) 
Крок 
руху (hi) 
А (меляса) 0,5 456 228 1,0 0,5 
В (соєве 
борошно) 
0,1 102 10,2 0,045 0,02 
 
Розраховано умови та результати дослідів методом почергового 
варіювання кожного фактору (розумових дослідів) за математичною 
моделлю:  
 
 
Оцінивши поверхню відгуку по контурному графіку (рис. 4.3, б) 
вихідними концентраціями для покрокової оптимізації в пошуку 
максимуму обрано: меляса – 17 г/дм3, соєве борошно – 7 г/дм3. В результаті 
покрокової оптимізації методом Гауса-Зейделя максимальна розрахована 
літична активність для концентрації меляси 20 г/дм3 та соєвого борошна 
8 г/дм3 склала 10620 МО/см3 (табл. 4.9) 
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Таблиця 4.9 
Математичний розрахунок літичної активності  
Str. albus UN 44 (метод Гауса-Зейделя) 
№ досліду 1 2 3 4 5 6 7 
А (меляса), г/дм3 18 19,5 19,5 19,5 20 20,5 20 
В (соєве борошно), 
г/дм3 
7 7 7,02 7,92 8 8 8,16 
Yроз(ЛА), од/см3 10501 10524 10528 10620 10610 10587 10583 
 
Оптимізоване поживне середовище використовували для біосинтезу 
продукту та порівняння практичних результатів оптимізації (рис. 4. 4) 
 
 
Рис. 4.4. Порівняння ефективності біосинтезу літичних та протеолітичних 
ензимів  S.  albus UN 44 на контрольному та оптимізованому середовищі 
 
Експериментальна перевірка досягнутих результатів показала 
ефективність проведеної оптимізації та отримання складу ПС на основі 
меляси, що дозволяє на 30-40% підвищити рівень синтезу як бактеріолізинів, 
так і протеолітичних ферментів комплексу продуцента до 10 тис. МО/см3 та 
17 МО/см3, відповідно. 
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Оскільки важливим аспектом даної оптимізації є не лише підвищення 
рівня біосинтезу антимікробних сполук, а і зниження ціни ПС, тому 
розраховано співвідношення вартості кожного ПС за факторами оптимізації; 
ціна мінерального живлення є однаковим для кожного варіанта ПС і у 
розрахунках не врахована. 
Для розрахунку було досліджено ринок сировини в Україні станом на 
2015 р. За даними компанії ТОВ «Феліцата Україна», ТОВ «Продовольча 
компанія «Зоря Подолья»», ТОВ Дніпродзержинськ, УП «Орбита-Н» та 
інтернет каталогу товарів та послуг «All.Biz» визначено вартість 
використаної сировини: соєве борошно – 6500 грн/т; глюкоза – 27 000 грн/т; 
меляса – 3500 грн/т; крохмаль гідролізований – 30 000грн/т.  
Розрахована ціна ПС за двома компонентами на об’єм ПС 1 м3: 
 ферментаційне середовище №4 (10 г/дм3 гідролізований крохмаль 
і 8 г/дм3 соєвого борошна): 352 грн; 
 оптимізоване ПС (20 г/дм3 меляси і 8 г/дм3 соєвого борошна): 182 
 грн. 
Отже, в результаті проведеної оптимізації розроблено 
склад ПС на якому рівень синтезу антимікробних сполук підвищено 
на 30-40%, а саме (г/дм3): соєве борошно - 7,0; меляса - 20,0; NaCl – 14,0; 
K2HPO4×3Н20- 2,0; MgSO4×7H2О – 5,8; MnCl2×4H2О –0,04; вода водопровідна 
до 1 дм3; рН 7,8 – 8,2. При цьому вартість оптимізованого середовища 
знижена у 1,5- 2 рази від вихідного.   
Вказане середовище використовували на стадії виробничого 
культивування при розробці технології та регламенту на виробництво 
препаратів-антисептиків S.  albus UN 44. 
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4.2. Дослідження процесів та механізмів іммобілізації  
бактеріолітичного ферментного комплексу 
 
Дослідженнями останніх років показана перспективність та 
актуальність розробки технологій іммобілізованих ферментних препаратів 
[254-260]. Шляхом підбору відповідних носіїв та способів іммобілізації 
можливо модифікувати такі властивості ферментів, як специфічність, 
температурозалежність, а також стабільність ферменту при денатуруючих 
впливах. 
Аналіз наукової літератури дає підстави розглядати фізичні методи 
іммобілізації, як одні з ефективних та технологічних методів іммобілізації 
ферментів [146-150, 254].  При цьому фермент утримується на поверхні носія 
за допомогою електростатичних, гідрофобних або водневих зв’язків, а також 
в силу дисперсійних взаємодій. Механізм утримання визначає міцність 
закріплення, що обумовлюється структурою певного ферменту та 
властивостями носія. Одною з важливих переваг фізичних методів 
іммобілізації є відсутність екранування та зв'язування активного центру 
ферменту, що часто відбувається при використанні хімічних та інших 
методів [148, 164]. 
Вдалим вибором носія для іммобілізації певного ферменту можливо не 
лише підвищити його стабільність та скорегувати специфічність, а й надати 
нових властивостей та створити готову форму препарату, що буде 
ефективним та зручним у застосуванні. Саме ця ідея була покладена в основу 
роботи, що реалізовувалася на наступному етапі дослідження – розробити 
біотехнологію іммобілізованого бактеріолітичного препарату S. albus UN 44. 
Проведені дослідження щодо іммобілізації близьких за властивостями 
ферментних препаратів (лізорецифін, стерилаза) показали принципову 
можливість отримання їх іммобілізованих форм шляхом включення у 
розчини гідрофільних полімерів (полівінілового спирту, полівінілпіролідону 
тощо) [169, 221, 258, 259]. Однак, вказані розробки стосувалися саме 
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дослідження методів іммобілізації готового ферментного препарату, а не 
технології отримання іммобілізованого препарату в цілому, що могла б бути 
реалізована у промисловості.  
Проаналізувавши сучасні розробки та особливості різних методів 
іммобілізації [254, 256], а також враховуючи потенційні сфери застосування 
препарату як антисептичного засобу [222, 254, 260-262],  для реалізації 
поставленого завдання був обраний спосіб адсорбційної іммобілізації. 
Основними перевагами обраного методу в даному випадку були: простота, 
ефективність та технологічність. 
У якості носіїв для іммобілізації використовували: аеросил марки А-
300 (А), метилцелюлозу (МЦ) та гідрофільні полімери – поліетиленгліколь 
(ПЕГ), поліоксиетилен (ПОЕ). Вибір таких носіїв пов’язаний з їх 
потенційною здатністю стабілізувати і пролонгувати дію біологічно активних 
речовин, біологічною нешкідливістю та необхідними формоутворюючими 
характеристиками [148, 154, 168]. 
Метою даного етапу роботи було визначення ефективності 
іммобілізації бактеріолітичного компексу S. albus UN44 адсорбційним 
способом з використанням обраних носіїв. Іммобілізацію проводили, вносячи 
відповідний носій (5 %) у розчин дослідного ферментного препарату (40 
мг/см3), перемішуючи на магнітній мішалці з наступним відділенням 
центрифугуванням та висушуванням  іммобілізованих зразків препаратів [4, 
253]. 
Найвища активність на початковому етапі внесеня в реакційну суміш 
відзначається у іммобілізованих препаратів на основі поліетиленгліколю та 
аеросилу, а впродовж інкубації вона зростає і перевищую активність 
контролю (нативного ферменту) (рис. 4.5). Поліетиленгліколь та аеросил 
можна віднести до носіїв, що мають стабільний  вплив на досліджуваний 
ферментний препарат та призводять до зберігання його активності.  
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Рис. 4.5. Визначення літичної активності ферментного препарату з S. albus 
UN44, іммобілізованого на різних носіях 
Для вибору носія, що використовуватиметься у подальшій розробці, 
досліджували механізми іммобілізації ФП на вказаних речовинах. Для цього 
проводили спектральний аналіз іммобілізованих препаратів, а також самого 
ферменту та носіїв.  
Методом ІЧ-спектроскопії реєстрували спектри зразків ФП (рис. 4.6), 
носіїв та іммобілізованого на них ферменту. 
Оскільки всі ферменти відносяться до білкових сполук, їх ІЧ-спектри 
при віднесенні смуг ототожнювали із спектрами білків, в яких основними 
характеристичними смугами є смуги пептидної групи (-СОNH-). Відповідно 
до особливостей будови самої пептидної групи, вказані смуги ІЧ-поглинання 
дуже інтенсивні та чітко проявляються в спектрах [264]. 
У ІЧ-спектрі ферменту (рис. 4.6) можна достатньо достовірно 
ототожнити смуги, пов'язані з коливаннями пептидної групи. Смуга 1646 см-1 
в спектрі ферменту відноситься до валентних коливань пептидої групи С=0 в 
групі (СОNH) (так звана смуга «Амід І»). Смуга 1543 см-1 відноситься до 
деформаційних коливань груп NH (Амід ІІ). В області 3300-3400 см-1 
знаходиться складна інтенсивна смуга валентних коливань NH-груп, 
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включених у водневий зв'язок. Інтенсивна смуга при 1074 см-1 в ферменті 
пов'язана з коливаннями групи С-О-С, а смуга 1236 см-1 може бути віднесена 
до смуги Амід ІІІ (обумовлена деформаційними коливаннями – NH-групи) 
[265]. 
 
Рис. 4.6.  Спектральна характеристика ФП з S. albus UN44 
 
На рис. 4.7 представлені спектри поліетиленгліколя та 
іммобілізованого на ньому ферменту, який є суперпозицією двох спектрів – 
ферменту і полімеру.  
У спектрі іммобілізованого ферменту є видимою смуга ферменту при 
1637 см-1 (Амід І), яка зміщена в низькочастотну область спектру  9-10 см-1 
по відношенню до спектру чистого ферменту (рис. 4.6). У спектрі полімеру 
також спостерігається незначний зсув смуги валентних коливань групи 
простого ефіру (С-0-С): у спектрі ПЕГ це смуга 1149 см-1, а в 
іммобілізованому зразку 1140 см-1. Також зміщена смуга 842 см-1  до 840 см-1. 
Такі зміни в спектрі пов'язані із зміною структури матриці (полімеру) як 
результат  взаємодії з ферментом.  
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а) 
 
б) 
Рис. 4.7. Спектральні характеристики: а - поліетиленгліколь; 
б - іммобілізований на поліетиленгліколі ФП з S. albus UN44 
       
 Таким чином, іммобілізація ферменту на ПЕГ здійснюється за 
рахунок міжмолекулярної взаємодії пептидних груп ферменту і простої 
ефірної групи ПЕГ з утворенням водневого зв'язку по типу (рис. 4.8):  
 
           
CN
H O
H
C
H
OC
H
H
                        або                  
N
H
C
O
H
CO O C
H
    
Рис. 4.7.  Схема взаємодії ФП з S. albus UN44 та ПЕГ 
 
Аналізуючи отримані спектри слід зазначити, що в усіх зразках 
прописуються також смуги, обумовлені коливаннями гідроксильних груп 
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залишків зв'язаної води. У зразках ферменту спостерігаються смуги 
деформаційних коливань ОН-груп при 1645 см-1 і в області валентних 
коливань смуги при 3450-3400 см-1. За своїм положенням вони відповідають 
смугам ОН-груп води, що бере участь в утворенні водневого зв'язку. 
Оскільки вказані смуги ІЧ-поглинання перекриваються за своїм положенням 
з характеристичними смугами в спектрі самого ферменту, це ускладнює 
аналіз отриманих  спектрів. 
На рис. 4.8 представлені спектри поліоксиетилену та іммобілізованого 
на ньому ферменту. Спектр ПОЕ за положенням смуг і розподілу їх 
інтенсивності відповідає ІЧ-спектру ПОЕ, представленого в літературі [264]. 
Інтенсивні характеристичні смуги в спектрі полімеру зв'язані, в основному, з 
наявністю простого ефірного зв'язку (1149 см-1) і  -СН2-груп (2889 см
-1). 
 
 
а) 
 
б) 
Рис. 4.8. Спектральні характеристики: а - поліоксиетилен; б - 
іммобілізований на поліоксиетилені ФП з S. albus UN44  
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Спектр іммобілізованого ферменту дозволяє виявити додаткові смуги: 
1637 см-1 і 3418 см-1, що ідентифікують пептидні групи ферменту і 
гідроксильні групи залишків води. У спектрі спостерігається незначний зсув 
смуг валентних коливань груп простого ефіру (С-О-С): у спектрі ПОЕ це 
смуга 1149 см-1, а в іммобілізованому ферменті 1146 см-1 . Такі зміни, 
очевидно, пов'язані з проявами міжмолекулярних взаємодій між пептидною 
групою ферменту і простою ефірною групою ПОЕ. Схематично такий зв'язок 
можна представити аналогічно, як і у випадку взаємодії з ПЕГ . 
Аналізуючи спектри аеросилу та іммобілізованого на ньому ферменту, 
можна побачити певні відмінності у розташуванні та наявності деяких 
характеристичних смуг (по відношенню до ПОЕ та ПЕГ). Так, при 
суперпозиції смуги,  характерної для аеросилу при 1107 см-1  та ферменту 
1074 см-1, визначаються валентні коливання при 1110 см-1. На спектрі 
іммобілізованого ферменту практично відсутні смуги нативного (чистого) 
ферменту при 3309 см-1 (див. рис. 4.6) та 1646 см-1, що характеризують 
аміногрупу та пептидну, відповідно. 
Оскільки іммобілізований на аеросилі фермент виявляє активність 
приблизно на такому ж рівні як і іммобілізований на ПЕГ, а отже, кількість 
ферменту в препаратах є близькою, очевидно, відбувається зв'язування 
вказаних груп ферменту у такий спосіб, що блокує їх ідентифікацію при 
спектральному дослідженні. Або ж закріплення ферменту відбувається за 
багатоцентровим механізмом (Курдіш, 2003). Білкові молекули можуть 
адсорбуватися на аеросилі внаслідок утворення ними водневих зв'язків із 
силанольними групами поверхні кремнезему. Наявність на білковій молекулі 
великої кількості центрів, здатних утворювати водневі зв'язки з ОН-групами 
SiO2, значно посилює адсорбцію. 
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а) 
 
б) 
Рис. 4. 9. Спектральні характеристики: а - аеросил; б  - іммобілізований на 
аеросилі ФП з S. albus UN44 
Зважаючи на багатокомпонентність ферментного комплексу S. albus 
UN44, можливо також виникає явище конкурентної адсорбції  [266], що 
пов'язано із різними молекулярними масами компонентів комплексу,  
внаслідок чого в першу чергу адсорбуються ферменти певної конформації з 
більшою кількістю реакційних груп на поверхні. 
Можна припустити, що активні групи на поверхні аеросилу беруть 
участь в утворенні міжмолекулярних  зв'язків з молекулами ферменту за 
наступною схемою (рис. 4. 10): 
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Рис. 4.10. Схема міжмолекулярних  зв'язків аеросилу 
 та ферментів  S. albus UN44 
 
Поява смуги в області 3437 см-1, за літературними даними, ідентифікує 
гідроксильні групи та вказує на взаємодію аеросилу та ферменту по ОН-
групам, в якій приймають участь, очевидно, й залишки зв'язаної з ферментом 
води (рис. 4.11). 
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Рис. 4.11. Схема міжмолекулярних зв'язків аеросилу  
та ферментів  S. albus UN44 по ОН-групам 
 
Таким чином, спектральне дослідження іммобілізованих зразків вказує, 
що механізми взаємодії ферменту з аеросилом є різноманітнішими, а 
наявність великої кількості гідроксильних груп на його поверхні (завдяки 
високій абсорбуючій здатності) обумовлює утворення більшої кількості 
водневих зв'язків. Вказані факти визначають загалом вищу міцність 
іммобілізації ферменту на аеросилі, порівняно з ПЕГ та ПОЕ. 
Зважаючи на встановлені факти, а також на характеристики аеросилу 
як носія антисептичних засобів [203, 204, 267], у пропонованій розробці (як 
носій) надалі використовували саме аеросил марки А-300. 
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4.3. Встановлення параметрів ефективної іммобілізації 
бактеріолізинів адсорбційним способом 
 
До основних параметрів процесу іммобілізації, що визначають її 
ефективність, відносять рН, температуру, концентрацію носія та тривалість 
контакту [128, 184, 212]. Тому, на наступному етапі роботи визначали вплив 
даних параметрів процесу на  ефективність  іммобілізації  ФП S. albus UN44. 
Вплив рН на ефективність іммобілізації визначали, використовуючи  
реакційні системи: борно-лужна з рН 8,4 (зразок №1), фосфатно-лужна з рН 
6,2  (зразок №2), цитратна з рН 4,1 (зразок №3), фізіологічний розчин з рН 7,4 
(зразок №4). Контролем слугував зразок, отриманий при іммобілізації ГФП у 
дистильованій воді (рН 5,5). 
В одержаних зразках іммобілізованих ферментних препаратів 
визначали рівень протеолітичної та літичної активностей при температурі 
50ºС та 37 ºС, оптимальній для дії ферменту та фізіологічній при можливому 
медичному застосуванні препарату, відповідно. 
Загальний аналіз представлених результатів (рис. 4.12) свідчить, що рН 
та іони буферних систем (БС) суттєво впливають в першу чергу на 
специфічність літичної дії іммобілізованих препаратів.  Особливо це помітно 
при визначенні активності зразків, іммобілізованих у борно- та фосфатно-
лужних системах. Так, стафілолітична активність зразку №1 перевищує 
контроль на 10-50% (за різних температур), а аналогічний показник зразку 
№2 навпаки на таку ж величину є нижчим (рис. 4.12, б). Очевидно, в процесі 
іммобілізації у фосфатно-лужній БС відбувається конкурентне зв'язування 
фосфат-іонів з реакційними групами аеросилу або окремих ферментів 
комплексу, що визначають здатність руйнувати клітинну стінку S. aureus. 
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Рис. 4.12. Вплив рН процесу іммобілізації на літичну активність отриманих 
ферментних препаратів при різних температурах: 
а) по відношенню до E. coli;   б)  по відношенню до S. aureus 
 
Борно-лужна система активує іммобілізацію ФП, що особливо відчутно 
по відношенню до S. aureus при температурі 50ºС. Фізіологічний розчин 
практично не впливає на ефективність процесу іммобілізації, про що свідчить 
однакова з контролем активність зразку №4 по відношенню до обох грам-
позитивних тест-культур, та зниження на 10-15% здатності до руйнування 
суспензії E. coli. 
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У переважній більшості варіантів визначення літичної активності 
зразку №3 фіксується знижена в межах 10-30% активність іммобілізованого 
препарату, що вказує на негативний вплив цитрат-іонів та низького рН на 
ефективність іммобілізації ФП. 
Аналіз протеолітичної активності зразків (рис. 4.13), отриманих в 
різних реакційних системах свідчить, що суттєве підвищення ефективності 
іммобілізації ферментного комплексу  порівняно з контролем 
(іммобілізацією у дистильованій воді) відбувається лише при використанні 
фізіологічного розчину (на 40%). Навпаки, у борній та цитратних системах 
ефективність процесу знижується на 15%, а у фізіологічному розчині – на 
40%. Стабільним лишається активність зразку, отриманого у фосфатно-
лужній системі. З огляду на протеолітичну активність, доцільно 
використовувати фізіологічний розчин для підвищення ефективності процесу 
іммобілізації ФП, однак вплив фізіологічного розчину на літичну активність 
препарату загалом (див. рис. 4.12) не є позитивним. 
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Рис. 4.13. Вплив рН процесу іммобілізації на протеолітичну активність 
отриманих ферментних препаратів  
 
Зважаючи на відсутність чіткої загальної закономірності у вияві впливу 
рН та іонів буферних систем на процес іммобілізації  ФП, загальний 
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висновок щодо доцільності корегування рН в процесі іммобілізації, полягає в 
наступному: проведення іммобілізації з використанням готового ФП у 
фосфатно- або борно-лужних системах підвищує її ефективність в 
середньому на 10-15%. Однак, при проведенні іммобілізації в ході 
біотехнологічного виробництва іммобілізованого препарату та використанні, 
відповідно, фугату культуральної рідини, доцільність корегування рН є 
сумнівним, зважаючи на багатокомпонентність фугату та рівень підвищення 
ефективності процесу у розчині препарату. 
Для з'ясування останнього питання, було проведено порівняльну 
іммобілізацію ферментного комплексу з розчину готового ФП  та 
культурального фугату, отриманого в процесі біосинтезу  ферментного 
комплексу (рис. 4.14). 
 
  
                             а)                                            б)      
Рис. 4.14. Порівняння ефективності іммобілізації ферментного 
комплексу з використанням фугату культуральної рідини S. albus UN44 (а) та 
з розчину готового ферментного препарату  (б) 
 
Отримані дані вказують на значну різницю ефективності процесу 
іммобілізації ферментного комплексу у вказаних варіантах. Так, вміст 
ферментного комплексу у надосадовій рідині, після відділення 
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іммобілізованого препарату з фугату значно нижчий, ніж аналогічний 
показних при використанні розчину готового ферменту – 15 проти 45% . Це 
свідчить, відповідно, про те, що при іммобілізації ферменту з фугату 
зв'язується 85% продукту, а використання для цього готового ферменту у 
розчині призводить  до його іммобілізації лише на рівні 55%. Очевидно, 
сухий фермент містить речовини, що повністю не видаляються в процесі 
очистки (метаболіти та компоненти живлення) та потрапляють у розчин у 
підвищеній концентрації та  пригнічують процес  іммобілізації.  Можливо, 
також, що саме ці речовини частково закріплюються на носії, 
перешкоджаючи іммобілізації окремих ферментів комплексу. 
В культуральному фугаті також присутні залишки метаболітів та 
компонентів живлення, однак, очевидно, їх концентрація в цьому випадку є 
значно меншою.Отже, подані результати, свідчать по високу ефективність 
процесу іммобілізації ферментного комплексу з фугату культуральної рідини 
продуценту, що, очевидно, не потребує додаткового корегування рН. 
Наведене дослідження впливу рН на ефективність процесу 
іммобілізації проводили, використовуючи концентрацію аеросилу 3% при 
температурі 222ºС впродовж 30 хв, тому наступним етапом було визначення 
оптимальної температури та концентрації аеросилу (носія) в процесі 
іммобілізації. Вказані параметри варіювали в діапазонах, що визначалися 
термолабільністю об'єкту іммобілізації та технологічністю процесу. 
Іммобілізацію проводили, використовуючи фугат КР, що містив 
досліджуваний ферментний комплекс, та контролювали процес за літичною 
активністю щодо  Lactobacillus bulgaricus 51. 
Експериментальні дані, представлені в табл. 4.10, вказують на 
підвищення ефективності іммобілізації зі збільшенням температури.  
Зважаючи на термолабільність білку та зв’язування ферменту при 30ºС на 
рівні 90%, очевидно використання більш високих температур є недоцільним, 
в тому числі з економічної точки зору. Тому, рекомендованою температурою 
 159 
для адсорбційної іммобілізації Циторецифену на аеросилі можна вважати 28-
32 ºС . 
Діапазон досліджуваних концентрацій аеросилу в процесі іммобілізації 
був обумовлений фізичними характеристиками реакційної системи та, 
відповідно, технологічністю процесу. Так, при концентрації аеросилу 3% 
реакційна система мала стан рідкого гелю, що надалі добре розділявся при 
центрифугуванні. Починаючи з концентрації носія 7% утворювався більш 
щільний гель, що практично не розділявся центрифугуванням. 
 
Таблиця 4.10 
Визначення впливу параметрів іммобілізації бактеріолізинів  
S. albus UN44 на активність препаратів 
Умови іммобілізації бактеріолізинів та активність 
іммобілізованого препарату 
Концент-
рація 
аеросилу, 
% 
Літична 
активність, 
тис. МО/см3 
Тривалість 
іммобілі-
зації, 
хв 
Літична 
активність, 
тис. 
МО/см3 
Темпе-
ратура,  
С 
 
Літична 
активність, 
тис. МО/см3 
0 
(контроль) 
8,20,35 10 4,10,18 5 4,10,15 
3 6,40,30 20 5,40,21 10 5,80,21 
5 7,50,31 30 7,50,32 15 6,30,23 
7 7,30,27 40 7,80,31 20 7,10,31 
10 5,20,25 50 7,70,30 25 7,80,30 
15 4,80,20 60 7,80,28 30 7,70,29 
 
Наведені дані вказують, що максимальне зв’язування ферменту 
відбувається при концентрації аеросилу 5-7% та при підвищенні концентрації 
останнього ефективність іммобілізації знижується. Причому, зразки з 
вмістом аеросилу 10-13% мали стан густого гелю та не розділялися 
центрифугуванням, а відразу висушувалися контактним способом. Тому, 
зниження літичної активності зразків препарату з максимальним вмістом 
носія може бути наслідком часткової інактивації ферменту впродовж більш 
тривалого висушування при 30-35 ºС. 
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Отже, оптимальною концентрацією носія для іммобілізації 
ферментного комплексу при наступному контактному способі висушування є 
5%, що дозволяє досягти максимального рівня зв’язування ферменту (90%) 
та дає можливість видалити рідину після центрифугування. При 
використанні іншого способу сушки можна використовувати концентрацію 
аеросилу 7-8% без наступного відділення рідини – при цьому в препарат 
потрапить навіть не зв’язаний фермент, що може бути закріплений додатково 
в процесі сушки або просто виявляти свою активність при використанні 
препарату. 
Оптимальну тривалість процесу іммобілізації визначали в інтервалі 
часу 15-90 хв, що вказаний  як ефективний для аналогічних розробок [221, 
222, 258]. Очевидно, що впродовж 30-45 хв. відбувається максимальна 
адсорбція ферментного комплексу на аеросилі, а отже не доцільно 
подовжувати її час понад 45 хв., про що свідчить однаковий рівень 
активності зразків (7800 МО/см3), отриманих при іммобілізації ферменту 
впродовж 45-75 хв. (див. табл. 4.10). Подальше збільшення часу взаємодії  
призводить до втрат ферменту, очевидно, внаслідок його термолабільності – 
інкубації досить тривалий час при 30 ºС у водному середовищі. 
Отже, узагальнюючи визначені параметри процесу іммобілізації 
ферментного комплексу з культурального фугату, можна встановити, що 
такими є температура 28-32 ºС , концентрація аеросилу 5-7% (в залежності 
від способу сушки) при тривалості процесу 30-45 хв. Визначені параметри та 
особливості процесу були покладені в основу розробки способу 
іммобілізації, на який було отримано Патент на корисну модель «Спосіб 
одержання гідролітичного ферментного препарату Циторецифен-М» 
(індексом «М» було позначено іммобілізований, тобто «М»одифікований 
препарат, на відміну від нативного препарату Циторецифен, розробленого 
раніше). 
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4.4. Визначення технологічних режимів отримання готової форми  
іммобілізованого ферментного препарату 
Передбачувані області використання Циторецифену-М, як компоненту 
миючих засобів з антисептичним ефектом та антисептичного засобу 
поверхневого застосування, зумовлюють необхідність вибору готової форми, 
яка б відповідала такому призначенню. Антисептичний препарат може бути 
використаний у вигляді гранул, порошку, присипки, гелю або розчину. 
Обраний носій для іммобілізованого ферменту (аеросил), в готовій формі 
виконує роль не лише основи для закріплення ферменту, а й може 
створювати  потрібну консистенцію препарату. 
Теоретично, гелеподібну форму можна отримати використовуючи 
висушений готовий препарат: розчинити його безпосередньо перед 
застосуванням у розрахованій кількості дистильованої води або 
фізіологічного розчину. Однак, як вказувалося раніше, в технологічному 
процесі при іммобілізації ферментного комплексу із вмістом аеросилу 7-10%, 
утворюється стійкий гель. Тому, було досліджено можливість отримання 
готових форм сухого та гелеподібного іммобілізованого препарату 
Циторецифен-М в ході технологічного процесу. 
Фугат КР після біосинтезу досліджуваного ферментного комплексу 
використовували для отримання іммобілізованого гелеподібного препарату у 
визначених попередньо оптимальних умовах. Готували також 
іммобілізований препарат, використовуючи розчин нативного ферментного 
препарату Циторецифен аналогічної концентрації у фізіологічному розчині. 
Стерильні препарати зберігали впродовж 30 діб при температурі 4ºС та 
визначали стабільність ферментного комплексу за рівнем протеолітичної та 
літичної  активностей. 
Наведені на рис. 4.15 дані свідчать про достатньо швидку втрату 
активності гелеподібних препаратів впродовж  28 діб, причому в цілому 
схожа динаміка відмічається щодо літичної та протеолітичної активності. 
Вихідна літична активність ферментних препаратів, приготованих з 
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використанням фугату та ФР має близькі значення. Однак, впродовж 
зберігання така закономірність змінюється і на 28 добу зразок препарату на 
основі ФР має майже на 60% нижчий рівень стафілолітичної активності. Це 
може пояснюватись впливом іонів Na+ та Cl¯, які входять до складу ФР і є 
інгібіторами по відношенню до таких літичних ферментів як N-
ацетилглюкозамінідаза, N-ацетилмурамінідаза [89, 90]. 
З рис. 4.15 (а) видно, що до 14 доби зберігання зміни значень ЛА 
препаратів, приготовлених з використанням фугату та ФР, є незначними.  
 
 
а)                                                               б) 
Рис. 4.15. Дослідження динаміки літичної (а) та протеолітичної (б) активності 
гелеподібних форм іммобілізованого ферментного препарату 
 
Найбільш різке зниження ЛА препаратів спостерігається з 14 по 21 
добу зберігання і становить приблизно 40%. Для іммобілізованих препаратів 
на основі ФР найбільше падіння ЛА  відбувається з 21 до 28 доби зберігання і 
становить у середньому 60 %. 
Вплив іонів ФР на протеїнази та протеази ФП має зворотній характер. 
Дані, наведені на рис. 4.15 (б), вказують на високу активуючу дію іонів Na+ 
та Cl¯ на протеолітичні ферменти препарату, що виявляється у підвищеній 
вдвічі протеолітичній активності зразку, приготованого на ФР у порівнянні із 
гелем на водній основі.  
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Динаміка зниження протеолітичної активності досліджуваних зразків 
має загалом таку ж тенденцію, як і літична активність гелеподібних форм 
препаратів: на 14-ту добу зберігання відмічається різке зниження 
протеолітичної активності обох варіантів препарату більш ніж удвічі, а до 28 
доби втрачається до 60-80% активності. Причому наприкінці періоду 
спостереження протеолітична активність обох варіантів мало відрізняється. 
Отже, зниження рівня літичної та протеолітичної активності 
гелеподібних форм  Циторецифену-М  у середньому за місяць становить 
75%, що свідчить про їх низьку стабільність та недоцільність виробництва 
подібної готової форми. Однак, зважаючи на зручність такої лікарської 
форми при застосуванні та достатньо високу активність препарату впродовж 
7-14 діб, альтернативним варіантом могло б бути його приготування 
безпосередньо перед нанесенням на раньову поверхню та зберігання 
впродовж курсу лікування при 4˚С. Враховуючи експериментальні дані, в 
якості розчинника доцільно використовувати фізіологічий розчин, що вдвічі 
активує протеїнази та незначно знижує літичну активність препарату, а 
також є більш прийнятним для організму людини. 
При необхідності диференційованої терапії, можливо використання на 
першому етапі лікування гелю на водній основі з більш високою літичною 
активністю, що забезпечить максимальну протимікробну дію по відношенню 
до збудників інфекційного процесу, а на другому етапі – препарату на основі 
ФР з підвищеною протеолітичною активністю для очищення рани від 
некротизованої тканини та прискорення процесу грануляції. 
Проблема стабільності готової форми Циторецифену-М, теоретично, 
повинна бути менш суттєвою у варіанті сухого препарату – порошку,  
присипки. Тому, надалі в роботі досліджували динаміку літичної та 
протеолітичної активностей сухого,  іммобілізованого з фугату культуральної 
рідини Циторецифену-М. 
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Як видно з результатів, представлених на рис. 4.16, втрати літичної та 
протеолітичної активності сухого препарату при зберіганні протягом 3 
місяців майже не відбувається – вона коливається в межах похибки (3-5 %).  
 
 
Рис. 4.16. Дослідження динаміки літичної та протеолітичної активності 
сухого препарату Циторецифен-М 
 
Наведені дані свідчать про достатньо високу стабільність сухої форми  
Циторецифену-М у першу чергу як протимікробного препарату (з провідною 
літичною активністю) та вказують на доцільність створення  готової форми 
порошку. Динаміка втрати активності сухого препарату дає підстави 
прогнозувати його ефективність впродовж як мінімум року при зберіганні у 
сухому прохолодному місці, що є прийнятним терміном для аналогічних 
препаратів. 
Отримання сухої готової форми препарату передбачає вибір способу 
сушки, що дозволяє зберегти активність препарату та створює її задані 
фізичні параметри. Зважаючи на передбачувані області використання 
Циторецифену-М, серед відомих способів сушіння  для дослідження було 
обрано контактний та ліофільний  (сублімаційний)  способи сушіння. 
Розпилювальна сушарка не розглядалася, оскільки суспензія, що 
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висушується є досить щільною для такого способу сушки, а також зважаючи 
на відносно невеликі обсяги партій продукту. 
Іммобілізований Циторецифен-М, отриманий на основі фугату 
культуральної рідини після біосинтезу, висушували контактним (30-35 ºС, 3-
4 год) та ліофільним способом (10 кПа, 24 год, 25ºС) у стандартних для 
вказаних способах умовах.  
Отримані зразки сухих препаратів відрізнялися візуально за фізичними 
характеристиками: ліофілізований зразок мав вигляд легкого пористого 
порошку, а зразок, висушений контактним способом, навпаки, твердих 
гранул різного діаметру. Зразки аналізували методом скануючої електронної 
мікроскопії. 
Дослідження мікроструктури висушених зразків іммобілізованого 
Циторецифену-М, а також аеросилу та нативного Циторецифену за 
допомогою електронного скануючого мікроскопу показало суттєві 
відмінності (рис. 4.17). Так, аеросил має форму окремих мікрогранул з 
середнім діаметром 10-20 мкм; ліофілізований зразок нативного 
Циторецифену є неоднорідним за структурою за якою ідентифікуються лінії 
сублімаційного процесу. 
Іммобілізовані препарати, висушені різними способами відрізняються 
за фізичними характеристиками. Окрім видимих відмінностей структури – 
однорідна, при ліофільному висушуванні, та комкувата або гранульована, 
при контактному сушінні, можна відмітити й іншу особливість. Оскільки 
зразки препаратів перед мікроскопіюванням вкриваються шаром золота, то 
яскраво білий колір зразку на рис. 4.17 (в), вказує на те, що він не був 
повністю вкритий через надзвичайну пористість матеріалу, а відповідно, 
через велику поверхню контакту. Препарат, висушений контактним 
способом (рис. 4.17, г), навпаки відрізняється підвищеною щільністю та 
неоднорідністю структури. 
 166 
 
  
а) 
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             б) 
 
        г) 
Рис. 4.17.  Мікроскопічне дослідження зразків: 
а) аеросил А-300;  б) нативний Циторецифен; 
в) іммобілізований Циторецифен-М, ліофільний спосіб сушіння; 
г) іммобілізований Циторецифен-М, контактний спосіб сушіння 
 
Узагальнюючи дані мікроскопічного аналізу зразків препаратів, 
висушених різними способами, очевидно, що ліофілізований препарат 
відрізняється більш міцними міжмолекулярними взаємодіями між ферментом 
та носієм і має однорідну структуру та велику поверхню контакту. Останнє 
може визначати його підвищену активність, однак, вірогідно нижчу 
стабільність при зберіганні, внаслідок зовнішніх впливів. 
Для з'ясування даного факту визначали літичну активність 
досліджуваних препаратів в рідкому реакційному середовищі та виражали її 
у відсотках деградації суспензії тест-культури (S. aureus) в часі. 
Використовували розчин нативного Циторецифену концентрацією 40 мг/см3, 
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а зразки іммобілізованих препаратів – з розрахунку такої ж кількості 
ферменту у висушених препаратах. 
Представлені в табл. 4.11 дані свідчать, що активність іммобілізованих 
препаратів є вищою в межах 10-15% та виявляється з іншою динамікою.  
 
Таблиця 4.11 
Характеристика літичної активності іммобілізованих препаратів 
 
Зразок Рівень деградації суспензії  
тест-культури (S. aureus), % 
15 хв 30 хв 45 хв 60 хв 75 хв 90 хв 
Іммобілізований 
Циторецифен-М 
(ліофілізований) 
20 25 30 35 35 35 
Іммобілізований 
Циторецифен-М 
(гранульований) 
10 10 20 25 33 33 
Нативний 
Циторецифен 
20 30 30 30 30 30 
Аеросил 0 0 0 0 0 0 
 
При застосуванні нативного препарату у використаній концентрації 
через 30 хв виявляється його максимальна літична активність, що призводить 
до деградації 30 % клітинної суспензії стафілококу і не змінюється впродовж 
досліджуваного періоду.  
Ліофілізований іммобілізований препарат руйнує клітини тест-
культури дещо повільніше, однак через 60 хв відсоток деградації сягає 
максимуму (35%). Більш повільний вияв активності препарату, очевидно, 
пов'язаний з процесом вивільнення ферменту з носія (аеросилу), що в свою 
чергу сприяє збереженню ферменту впродовж реакції при підвищеній 
температурі та призводить до збільшення відсотку деградації тест-культури. 
Схожий процес спостерігається й при застосуванні іммобілізованого 
препарату, висушеного контактним способом. Однак, фізичний стан 
препарату зумовлює більш тривалий процес розчинення гранул препарату та 
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вивільнення ферменту. При цьому максимальний рівень деградації клітин 
стафілококу (33%), що спостерігаєтесь через 75 хв менше відрізняється від 
такого ж показника нативного препарату. Встановлена закономірність вияву 
літичної активності даного зразку іммобілізованого препарату зумовлює 
доцільність його застосування у процесах, що передбачають більш високу 
температуру та повільну дію ферменту (наприклад миючі засоби з 
антисептичним ефектом, тощо). 
Слід відмітити також, що внесення лише аеросилу в суспензію клітин 
тест-культури не призводить до деградації стафілококу впродовж 
досліджуваного періоду, а отже підвищена літична активність 
іммобілізованого Циторецифену-М зумовлена саме стабілізацією молекули 
ферменту. Наведені в даному підрозділі результати дозволяють визначити 
оптимальну готову форму іммобілізованого Циторецифену, а саме сухий 
порошок. Препарат може бути висушений контактним або ліофільним 
способом, що визначатиме його подальше застосування. 
Виначені технологічні режими отримання іммобілізованого препарату 
покладені в основу розробки технології та регламенту на виробництво 
Циторецифену-М. 
4.5. Розробка технології іммобілізованого ферментного 
препарату Циторецифен-М 
 
За результатами попередніх етапів роботи було оптимізовано поживне 
середовище для біосинтезу ферментного комплексу S. albus UN 44, визначена 
динаміка синтезу продукту, встановлено спосіб та режими іммобілізації 
ферменту,  варіанти готових форм іммобілізованого препарату (гранульовану 
та ліофілізований порошок) для практичного застосування.  Враховуючи 
отримані дані, а також з урахуванням раніше встановлених особливостей 
біосинтезу продукту [63] розроблено технологічну та апаратурно-
технологічну схеми виробництва іммобілізованого препарату Циторецифен-
М побутового призначення та ветеринарного призначення. Розроблено та 
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затверджено промисловий регламент виробництва іммобілізованого 
препарату-антисептику  Циторецифен-М (Додаток В), в якому детально 
описана технологія.   
Препарати промислового призначення відрізняються нижчими 
вимогами до вмісту домішок. Тому, зважаючи на отримані дані (див. рис. 
4.14), які свідчили, що в процесі іммобілізації відбувається практично 90% 
адсорбція ферментного комплексу з фугату культуральної рідини, було 
запропоновано виключити попередні можливі методи очистки, а проводити 
вилучення ферменту в процесц іммобілізації. Для іммобілізації ферменту 
було використано концентрацію аеросилу  5% (див. табл. 4.10) з наступним 
відділенням осаду центрифугуванням. Відділений осад є іммобілізованим 
ферментним препаратом, що містить практично весь ферментний комплекс, 
синтезований на стадії біосинтезу. Таким чином, запропонований прийом дає 
змогу сумістити в собі декілька етапів технології, а саме виділення, 
концентрування та іммобілізацію ферменту, що зумовлює ефективність, 
технічну простоту та  економічність розробки. 
Розроблені технологічна та апаратурно-технологічна схеми 
виробництва препарату Циторецифен-М представлені на рис. 4. 18 та рис. 
4.19. 
Технологічна схема отримання продукту, таким чином, включає 
наступні основні стадії (рис. 4.18): підготовка обладнання та комунікацій 
(ДР2), підготовка та стерилізація поживних середовищ (в тому числі 
приготування розчину меляси) (ДР4), підготовка посівного матеріалу (ДР5), 
виробничий біосинтез бактеріолізинів (ТП6), відділення біомаси (ТП7), 
іммобілізацію ферментного комплексу адсорбційним способом (ТП8), 
відділення іммобілізованого препарату центрифугуванням (ТП9), 
висушування продукту контактним способом (ТП10), подрібнення та 
гранулювання препарату (ТП11), його фасування у пакети та пакування у 
картонні коробки (ПМВ12).  
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Рис. 4. 18. Технологічна схема виробництва іммобілізованого 
бактеріолітичного препарату Циторецифен-М (гранульований) 
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Рис. 4. 19. Технологічна схема виробництва іммобілізованого 
бактеріолітичного препарату Циторецифен-М (гранульований) 
 (продовження) 
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Відновлення культури продуцента Str. albus UN 44, що зберігається та 
підтримується на агаризованому ПС Гаузе, проводять пересівом на свіже 
агаризоване середовище та вирощують 7 діб при 281 0С. З відновленої 
культури готують суспензію та засівають у рідке середовище Чапека у колби 
Ерленмейера місткістю 750 см3 для нарощування посівного матеріалу в 
режимі: тривалість вирощування 48 годин при 281 0С на качалці при  220-
240 хв-1. 
Отриманий у колбах споровий посівний матеріал використовують для 
засіву інокулятора (у кількості 5% від обєму ПС) та розмноження при 
температурі 281 0С, перемішуванні 300 хв-1, аерації 0,4Vповітря/1V×хв 
середовища протягом  48 годин  на ПС, складу (г/дм3):  глюкоза – 5,0; соєве 
борошно дезодороване – 15,0; NaCl – 10,0; К2НРО43Н2О – 1,5; CaCl2 – 6,0; 
MgSO47Н2О – 5,0; MnCl2– 0,08; аеросил – 1,0; пропінол Б-400  0,014 л; рН  
7,8-8,2. Вирощений посівний матеріал повинен бути мікробіологічно чистим 
з літичною активністю не менше 2000 М О/см3. 
Процес виробничого біосинтезу проводять на оптимізованому 
поживному середовищі, складу (г/дм3): соєве борошно - 7,0; меляса - 20,0; 
NaCl – 14,0; K2HPO4×3Н20- 2,0; MgSO4×7H2О – 5,8; MnCl2×4H2О –0,04; вода 
водопровідна до 1 дм3; рН 7,8 – 8,2. Процес проводять у ферментері 
впродовж 65 ±5 год при наступних умовах: температурі 281 0С; тиску в 
апараті 0,05 МПа; аерації 0,4 Vповітря/1V×хв; оборотах мішалки  300 хв-1. 
Після закінчення ферментації культуральну рідину захолоджують, 
подаючи у рубашку апарата холодну оборотну воду з температурою 7 - 10 0С, 
охолоджену культуральну рідину  розділяють cепарацією при 10 тис. хв-1. 
Біомасу направляють на знешкодження, а фугат у збірник для проведення 
іммобілізації препарату.   
Для проведення іммобілізації ферментного комплексу у підготовлений 
реактор заливають фугат КР, потім при перемішуванні завантажують 
наважку аеросилу із розрахунку 5% від об’єму фугату КР. 
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Процес іммобілізації в реакторі ведуть при таких умовах: температура                          
28-30 0С ; перемішування 30-40 хв-1; тривалість 30-40 хв. 
Після закінчення процесу іммобілізації суспензію центрифугують при 
6000 хв-1 впродовж 30 хв. Надосадову рідину зливають та направляють на 
знешкодження. Осад іммобілізованого ферментного препарату направляють 
на висушування. 
Висушування продукту проводять у кюветах контактним способом 
впродовж 3-5 год при температурі 302С. Висушений продукт подрібнюють 
та грануюлюють до часток діаметром 2-3 мм, фасують у поліетиленові 
пакети та запаюють. Дозування продукту у пакетах залежить від замовлення 
споживача та може становити 100-1000 г. 
Передбачувані сфери використання іммобілізованого препарату 
Циторецифен-М, отриманого за наведеною схемою: у складі СМЗ (порошків) 
з антисептичним ефектом для обробки лікарняного інструментарію, що не 
витримує термічної обробки;  прання лікарняної білизни; у складі композицій 
для обробки (дезинфекції) побутових відходів у індивідуальних 
господарствах; тощо.  
Детальний опис представленої технології подано у розробленому та 
затвердженому Регламенті на виробництво ферментного препарату 
Циторецифен-М  (титул, Додаток В). Запропонована розробка впроваджена 
на підприємстві ДП «Ензим» (м. Ладижин, Вінницька обл.) згідно акту 
(Додаток Д) та у роботі лабораторії Лабораторії медичної мікробіології з 
музеєм патогенних для людини мікроорганізмів ДУ «Інститут епідеміології 
та інфекційних хвороб ім. Л.В. Громашевського НАМН України» (Додаток 
Ж). 
Розроблена апаратурно-технологічна схема (рис. 4. 20) представляє 
описаний вище процес виробництва, а також виробництво іншої 
альтернативної форми іммобілізованого препарату – ліофілізований 
порошок. Після проведення допоміжних робіт, виробничого біосинтезу та 
відділення біомаси (рис. 4. 20 поз. 1-6), що проводитимуться однаково при 
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отриманні обох форм як описано вище, фугат стерилізується 
мікрофільтрацією (поз. 14). Варіативні стадії отримання такої готової форми 
подані на технологічній схемі (рис. 4. 21), що можуть бути реалізовані після 
стадії виробничого біосинтезу (рис. 4.18). 
 
 
 
Рис. 4. 20.  Апаратурно-технологічна схема виробництва 
іммобілізованого препарату Циторецифен-М у гранульованому (верхня лінія) 
та ліофілізованому (нижня лінія) вигляді: 1, 8, 15 – дозатори, 2 – реактор для 
приготування та стерилізації поживного середовища, 3 – качалка для вирощування 
посівного матеріалу, 4 – інокулятор, 5 – ферментер, 6, 9, 17 – центрифуги, 7, 16 – реактори 
для іммобілізації, 10, 19 – контактна та ліофільна сушарки, відповідно, 13, 16 – збірники 
для фугату та стерилізованого, 11 – подрібнювач, 12,18 – апарати для фасовки (розливу) 
продукту. 
 
У стерильний розчин бактеріолізинів у реакторі (поз.16) вносять 
стерильний аеросил (5%), проводять іммобілізацію та відділення осаду 
продукту (поз. 17), розливають у флакони та ліофілізують.  
Отриманий стерильний іммобілізований антисептичний препарат 
Циторецифен-М може бути використаний у ветеринарії для обробки 
поверхневих інфікованих ран у вигляді присипки або попередньо 
приготовленого (внесенням у флакон дистильованої води) гелю.  Дослідна 
партія такого препарату може бути використана для досліджень, щодо 
можливості застосування такої форми й у медицині.  
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Від ТП 6 (рис. 4. 18) 
 ТП 7 
Кт 
Відділення біомаси 
сепарацією 
Біомаса до ЗВ 14 
 n=10 тис. хв-1  
   
Фільтруючі елементи ТП 8 
Кт 
Стерилізація та очистка 
фугату 
мікрофільтрацією 
Відходи до ЗВ 14 
 Р=0,2-0,3 МПа  
   
Стерильний аеросил ТП 9 
Кт, Кх 
Адсорбційна 
іммобілізація 
ферментного комплексу 
 
 Cаерос.=5%,  =30-40 хв, 
t=302С 
 
   
 ТП10 
Кт 
Відділення іммобілі-
зованого препарату 
центрифугуванням 
 
Фугат до ЗВ 14 
 n=6 тис. хв-1,  =30 хв  
   
Стерильні флакони 
від ДР 2 
ТП 11 
Кт 
Розлив суспензії 
препарату у флакони 
 
 V=2 см3  
   
 ТП 12 
Кт 
Ліофільне висушування 
препарату  
 
 Р=10Па,  =25-30 год, t=25-30С  
   
Картонні коробки зі 
складу 
 
ПМВ 
13 
Кт 
Закатка флаконів та  
упаковка продукту в 
коробки 
Продукт на склад 
 
 n = 10 шт  
   
 ЗВ 14 Знешкодження відходів 
та викидів 
 
   
Промивні води, 
відпрацьоване 
повітря 
ПВ 15 Переробка відходів та 
викидів 
 
Рис. 4. 21. Технологічна схема виробництва іммобілізованого 
бактеріолітичного препарату Циторецифен-М (ліофілізований)  
(продовження рис. 4.18) 
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РОЗДІЛ  5.  НАУКОВІ ТА ТЕХНОЛОГІЧНІ ОСНОВИ 
РОЗРОБКИ ВАРІАТИВНИХ ФОРМ ПРЕПАРАТІВ-АНТИСЕПТИКІВ  
STREPTOMYCES ALBUS UN44 
 
Cубстратна специфічність лізоензимного комплексу штаму Str. albus 
UN 44 (в першу чергу протеолітична та літична), а також встановлена в ході 
роботи здатність культури виявляти антагоністичну активність, стали 
основою для розгляду можливостей отримання альтернативних готових форм 
антимікробних продуктів різного призначення. Основними напрямками, де 
потенційно могли бути застосовані препарати культури, були визначені 
ветеринарія (медицина), косметологія, харчові технології, рослинництво [ ]. 
Кожен з цих напрямків застосування літичних та (або) протеолітичних 
ензимів обумовлює готові форми препаратів, що відповідають умовам їх 
застосування, в першу чергу, вигляд (порошок, рідина тощо), наявність 
допоміжних речовин або стабілізаторів у складі продукту [ ]. 
Враховуючи визначені потенційні сфери застосування препаратів 
культури, основними варіантами готових форм, які були запропоновані для 
розробки, є: комплексний препарат та препарати різної специфічності (у 
вигляді порошку), рідка та мяка лікувальна форма комплексного 
антисептику, препарат для рослинництва у вигляді суспензії та порошку. 
Відповідно до встановленої вперше в роботі (див. п. 3.3) антагоністичної 
активності штаму Str. albus UN 44, проводили також дослідження 
антибіотичних продуктів культури, способи їх виділення та створення 
препаратів антибіотиків.         
 Антимікробна дія бактеріолітичного ензимного комплексу Str. albus 
UN 44 обумовлена вмістом ферментів різної специфічності (в першу чергу 
протеїнази, глюкозамінідази, мурамідази). Лізис клітинної стінки бактерій 
неможливий у разі відсутності одного з ензимів, що руйнують специфічні 
зв'язки її складного біополімеру пептидоглікану. Тому, при отриманні 
антисептичного препарату цільовим продуктом є весь комплекс ферментів. 
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Однак, окремі ферменти комплексу також представляють інтерес в таких 
практичних напрямках як аналітичні дослідження мікробних структур, 
біохімічні реакції, процеси синтезу тощо. Протеїнази до того ж є поширеним 
компонентом комбінованих антисептиків, роль яких у очищенні поверхневих 
ран від некротизованих тканин та загоюванні дуже важлива [  ]. 
 
 
5.1. Готові форми комплексного препарату-антисептику та 
ферментів різної специфічності 
 
Технологія комплексного гідролітичного препарату з використанням 
даної культури (первісно, Str. recifensis var. lyticus) була раніше нами 
розроблена з використанням баромембранних методів виділення та очистки 
продукту [  ]. Такий препарат може бути отриманий й з використанням на 
стадії біосинтезу селекціонованого штаму Str. albus UN 44, але вимагає в, 
тому числі, наявності відповідного обладнання на підприємстві. 
Баромембранні методи є достатньо ефективним високопродуктивним 
способом виділення ферментів, що мінімізують негативний вплив на 
структуру продукту (білку). Ще однією з переваг такого баромембранного 
методу очистки, як мікрофільтрація, є можливість одночасної стерилізація 
препарату, що може бути використано при отримані, наприклад, рідкої 
форми лікувального препарату.  
Однак, поряд із значними перевагами, баромембранні методи мають і 
вагомий недолік  високі енерговитрати. Тому, зважаючи на сучасні 
тенденції в Україні щодо зниження енергоемності промислових процесів та 
технологій, а також розширення можливості впровадження розробки, що не 
потребує дорогого обладнання, досліджували альтернативні способи 
виділення та отримання готових форм комплексного антисептику, а також 
препаратів окремих очищених ензимів для аналітичних досліджень та 
комбінованих антимікробних засобів.         
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5.1.1. Дослідження альтернативних способів виділення ферментного 
комплексу та окремих ензимів культури 
 
Серед альтернативних варіантів виділення ферментів для отримання 
всього комплексу продукту Str. albus UN 44 для дослідження було обрано 
метод осадження білків (ферментів). Дані літератури вказують на можливість 
використання (NH4)2SO4  для виділення мікробних ферментів даної культури 
та визначають загальні діапазони робочих концентрацій осадника [   ]. 
Осадженням ферментів висолюванням має ряд переваг – економічність, 
ефективність та відсутність специфічного обладнання.  
Для визначення умов виділення ферментного препарату висолюванням 
(NH4)2SO4 використовували культуральну рідину після процессу біосинтезу 
продукту, з якої центрифугуванням відділяли біомасу продуценту. В 
отриманий фугат при перемішуванні вносили (NH4)2SO4 у різних 
концентраціях, відстоювали для формування осаду білку (ферментів), 
відділяли спочатку осад, а потім розчиняли та видаляли сіль (діалізом) та 
аналізували отримані зразки.   
 Дані дослідження (табл. 5.1) показали, що при 40% насиченні 
(NH4)2SO4 осаджуються незначна частина ензимів ферментного комплексу, 
що виявляють переважно протеолітичну активність 2,5 МО/мкг білку. 
Наявність літичної (стафілолітичної) активності в цій фракції білків може 
свідчити про присутність окрім протеїназ та пептидаз й інших типів 
лізоензимів (мурамідаз та глюкозамінідаз), що руйнують -1-4 глікозидний 
зв'язок. Літична активність в даному випадку може бути обумовлена й діїю 
лине ендопептидаз та частковим руйнуванням клітин тест-культури St. 
aureus.   
Найвища активність як комплексної літичної дії, так і протеолітичної, 
відмічається у препараті, отриманим з максимальним насиченням  (NH4)2SO4  
 80%. В цих умовах осаджуються лізоензими різних типів і очевидно в 
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більш широкому діапазоні молекулярних мас, і саме це обумовлює  
захоплення більшое частини баластних білків фугату і, відповідно, зниження 
ступеню очистки комплексного препарату до 5,2 раз. Дещо вища вона у 
препарату 60% насичення, однак при цьому частина ензимів не виділяється, 
що визначає, більш суттєве зниження активності ферментів іншої 
специфічності, ніж протеолітичні.  
 
Таблиця 5.1  
Ферментативна активність бактеріолітичного комплексу,  
отриманих при різних режимах осадження  
Концентрація 
(NH4)2SO4 у 
реакційному 
середовищі, 
% 
Літична 
активність, 
МО/мкг 
білку 
Протеолітична 
активність, 
МО/мкг білку 
Ступінь 
очистки 
по білку, 
раз 
40 1,00,02 2,50,09 8,0 
60 5,20,11 4,10,18 6,5 
80 10,10,21 4,90,20 4,2 
 
 
При дослідженні більш широкого діапазону концентрацій  (NH4)2SO4 
можливо підібрати її значення для осадження визначеної частини ензимів, 
однак технологічна реалізація такого варіанту ускладнюється значною 
залежністю від умов проведення. В першу чергу це рівномірність розподілу 
солі по всьому обєму, періодичність її внесення тощо. Тому такий спосіб має 
переваги саме при отриманні комплексного препарату всіх лізоензимів і 
може бути використаний, як альтернатива більш дорогим баромембранним 
методам.  
Певним недоліком такого способу є розведення очищеного препарату 
внаслідок діалізу, однак застосування на наступному етапі дослідження 
концентрування діалізованого зразку вакуум-випарюванням у стандартних 
режимах для обробки білкових сумішей (0,03 Мпа, 25-30С) дало змогу 
отримати розчин продукту з літичною активністю 30-31 тис. МО/см3,  а 
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наступне розпорошувальне висушування концентрату – дослідний зразок 
продукту (порошок) з активністю 250 тис. МО/г. Такий комплексний 
препарат, названий Цитал (від «Цито» – «клітина», лат. – субстрат для дії 
ферментів, синтезованих видом albus), надалі досліджували для застосування 
у лікувальних засобах (п. 6.1.2), у складі СМЗ (п. 6.2.2), а також у харчових 
процесах (п. 6.3.2.) та процесах текстильних виробництв (п. 6.3.2). 
Для отримання окремих лізоензимів комплексу використовували гель-
фільтрацію попередньо очищеного мікрофільтрацією фугату культуральної 
рідини Str. albus UN 44.  Для розділення ферментного комплексу та 
характеристики специфічності окремих його ензимів застосовували 
Супердекс SF-75 та електрофоретичне визначення молекулярних мас білку у 
окремих фракціях.   
Наведені дані (рис. 5.1) вказують на наявність у ферментному 
комплексі продуцента ензимів з молекулярними масами від 20 до 100 kDa.  
 
    
 
Рис. 5.1.   Розділення ензимів Str. albus UN 44 різної специфічності 
гель-фільтрацією 
 
Відмітимо, що раніше проведені дослідження компонентного складу та 
специфічності продуктів різних селекціонованих штамів культури 
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показували вплив на їх спектр умов отримання продуцентів (мутагенез, 
генетичне конструювання тощо) [ ]. Так, окремі продуценти синтезували 
протеолітичні ферменти з молекулярними масами більше 100 kDa. Однак, 
було показано, що саме низькомолекулярні ензими комплексу 
(ідентифіковані як літичні ендопептидази) визначають високу 
бактеріолітичну активність комплексного препарату. Очевидно, що 
селекціонований продуцент Str. albus UN 44, внаслідок ступінчастої обробки 
різних мутагенами, втратив здатність синтезувати високомолекулярні 
компоненти та підвищив інтенсивність накопичення низькомолекулярних 
лізоензимів. Свідченням останнього є підвищення літичної активності 
продуценту у 44,5 рази (див. рис. 3. ).     
Високою протеолітичною активністю характеризуються фракції 
ферментів з молекулярними масами 80-100, 24-35 та 20 kDa. Найвищу 
комплексну літичну (стафілолітичну) активність виявляє фракція лізоензимів 
з молекулярними масами 18-22 kDa.    
Оскільки цільовими препаратами розробки є антисептики, 
специфічність всіх ензимів комплексу не аналізували, але, очевидно, що 
лізоензими не повязані із активністю протеїназ або пептидаз містяться у 
фракції продукту з молекулярними масами 18-22 kDa. Їх відсутність у інших 
фракціях ензимів (80-100, 24-35 kDa) обумовлює відсутність власне літичної 
дії на клітини тест-культури  St. aureus.   
Разом з тим, порівнюючи дані табл. 5.1 та рис. 5.1, можна відмітити, що 
комплексний препарат 80% насичення (NH4)2SO4 має вищу питому літичну 
активність (10,1 МО/мкг білку), ніж окрема фракція, виділена гель-
фільтрацією (6-7 МО/мкг білку). Саме присутність всіх компонентів (в тому 
числі протеїназ) визначає максимальний вияв літичної (антисептичної) дії на 
мікробні клітини.  
   Отримані дані дозволяють пропонувати осадження (NH4)2SO4 (80% 
насичення) для виділення ферментного комплексу Str. albus UN 44 в 
технології отримання комплексного антисептику. Протеолітичний препарат 
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може бути отриманий фракціонуванням з використанням гель-фільтрації з 
виділенням фракцій білків з молекулярними масами 80-100 та 24-35 kDa. При 
наявності попиту, додаткове встановлення специфічної активності всіх 
лізоензимів може бути основою для отримання гель-фільтрацією аналітичних 
препаратів й інших груп лізоензимів вузької специфічності – потенційно,  N-
ацетилмурамідази та N-ацетилглюкозамінідази.  
 
 
5.1.2. Апаратурно-технологічна схема отримання комплексного антисептику 
та препаратів ферментів різної специфічності 
 
За результатами попереднього етапу роботи було встановлено умови 
виділення комплексного антисептику осадженням та можливості отримання 
окремих фракцій ферментного комплексу з  використаннім гель-фільтрації. 
Умови і параметри цих процесів були покладені в основу розробки варіантів 
біотехнології препаратів-антисептиків з Str. albus UN 44, що дозволяють 
отримати комплексний нативний ферментний препарат (порошок) та 
препарати окремих фракцій. Зважаючи на практичнее значення, серед 
останніх,  отримували протеолітичні ферменти – фракції з молекулярними 
массами  80-100 та 24-35 kDa. 
На рис. 5.2 представлена варіативна частина технологічної схеми 
виробництва вказаних готових форм, що може бути реалізована після 
процесу виробничого біосинтезу ферментів. Всі попередні етапи 
виробництва (допоміжні роботи і біосинтез продукту) проводяться 
аналогічним чином, як і при отриманні варіанту іммобілізованого препарату, 
що описано у п. 4.5. (та подано у технологічній схемі на рис. 4. ).  
Варіативна частина технологічної схема отримання продуктів, таким 
чином, включає наступні стадії (рис. 5.2): відділення біомаси сепарацією 
(ТП7), осадження ферментів (NH4)2SO4 (ТП8), відділення осаду ферментів 
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(ТП9) та розчинення осаду і діаліз (ТП10) та концентрування вакуум-
випарюванням (ТП11).  
 
 
  
 
 
 
 
 ТП 7 
Кт 
Відділення біомаси 
сепарацією 
Біомаса до ЗВ 15 
 n=10 тис. хв-1  
   
(NH4)2SO4 зі складу ТП 8 
Кт, Кх 
Осадження ферментів 
висолюванням 
 
 С = 80%,  = 1 год,  t = 202С  
   
 ТП 9 
Кт 
Відділення осаду 
центрифугуванням 
Фугат до ЗВ 15 
 n = 4 тис. хв-1  ,  = 30хв.  
   
Дистильована вода ТП 10 
Кт, Кх 
Розчинення осаду та 
видалення солі діалізом  
Розчин солі до ЗВ 
15 
 Спродукту = 3 тис. МО/см3, 
 t = 102С  
 
   
 ТП 11 
Кт 
Концентрування розчину 
вакуум-випарюванням  
Конденсат до ЗВ 15 
 n = 10, Спродукту =30 тис. МО/см3  
                                     
ТП 12 
Кт 
Розпорошувальне 
висушування 
концентрату 
 ТП 12 
Кт 
Виділення фракції 
протееїназ 
гель-фільтрацією 
w =5%, t вх. =200С, t вих. =70С  υ=1 cм3/хв, Р=0,33 МПа 
   
ПМВ 13 
Кт 
Фасовка та упаковка 
препарату 
 ТП 13 
Кт 
Розлив препарату у 
флакони 
П/е пакети, m=500 г  V = 3cм3 
   
  ПМВ 
14 Кт 
Ліофільне 
висушування 
  Р=10Па,  =25-30 год, t=25-
30С 
         
 ЗВ 15 Знешкодження відходів та  
від ТП 6 
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викидів 
Рис. 5.2. Технологічна схем (варіативна частина) виробництва комплексного 
бактеріолітичного препарату Цитал та протеолітичного препарату 
(продовження, перша частина на рис. 4. ) 
Відповідно до представленої варіативної частини технологічної схеми 
розроблена апаратурно-технологічна схема виробництва запропонованих 
форм препарату (рис. 5.3). 
 
Рис. 5. 3. Апаратурно-технологічна схема виробництва протеолітичного 
ферменту (верхня лінія) та комплексного препарату Цитал (нижня лінія): 
1 – ферментер, 2 – сепаратор, 3 – дозатор, 4 – реактор, 5 – центрифуга, 6 – реактор, 
7 – апарати для діалізу, 8 – вакуум-випарний апарат, 9 – гель-фільтраційна установка, 10 – 
апарат для розливу у флакони, 11 – ліофільна сушарка, 12 – розпорошувальна сушарка, 13 
– апарат для пакування та маркування готової продукції. 
 
Після концентрування розчину ферментів вакуум-випарюванням 
можливі отримання одної з форма – комплексного препарату (з наступним 
висушуванням та фасовкою продукту) або протеолітичного препарату, що 
передбачає виділення фракції протеїназ (80-100 та 24-35 kDa) (рис. 5.3, поз. 
9), розлив та ліофілізацію препарату (поз. 10, 11). 
Комплексний антимікробний препарат Цитал досліджували надалі 
щодо застосування у лікувальних засобах, у складі СМЗ, а також у харчових 
технологіях та процесах текстильних виробництв. 
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5.2. Обгрунтування технології рідкої та мякої лікувальних  форм 
комплексного антисептику  
 
Розробка лікувальних форм препаратів-антисептиків для ветеринарії та 
медицини, як правило, відбувається з використанням вже готових препаратів 
окремих субстанцій ферментів, антибіотиків або хімічних речовин [  ]. Надалі 
виробництва таких препаратів впроваджуються на фармацевтичних 
підприємствах і, як основні, містять стадії розчинення та гомогенізацію 
готових форм.  
У разі, якщо субстанція синтезується мікробним продуцентов, є 
доцільним дослідити можливість отримання препаратів лікувальних 
антисептиків, як кінцевої форми біотехнологічного процесу. Прикладів 
поєднання таких завдань в рамках біотехнологічних виробництв небагато – 
рідкі антисептики «Баліз» (Росія), «Ультралізин» та деякі інші [ ]. Це 
обумовлено навністю відповідного продуценту, його нешкідливістю та 
спектром активності продуктів. Всі ці умови характеристики притаманні 
селекціонованому та використовуваному у розробці продуценту та його 
бактеріолітичному продукту. Тому,  надалі визначали можливість та умови 
отримання рідкого антисептику як варіанту готової форми препарату, а також 
мякої лікувальної форми безпосередньо як кінцевого препарату і на основі 
готового дослідного препарату Цитал.  
           
5.4.1. Розробка рідкої готової форми антисептичного засобу  
з Str. albus UN44 
 
Культуральну рідину Str. albus UN44 отримували при вирощуванні 
продуценту у вказаних раніше умовах, біомасу відділяли центрифугуванням, 
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а фугат використовували для аналізу як основу можливої рідкої готової 
форми ферментного препарату [132, 133]. 
Основними питаннями, що вирішувалися в ході аналізу, були 
стабільність фугату при зберіганні та визначення потреби у стабілізаторах 
або наповнювачах готової форми.   
Отриманий фугат розділяли на порції, в які вносили допоміжні 
речовини (стабілізатори, наповнювачі) у концентрації 0,5%. Концентрація та 
самі речовини обирали після аналізу аналогічних розробок та відповідно до 
визначення їх впливу на досліджуваний препарат у попередніх дослідженнях 
[94, 122, 123]. Як стабілізатори-наповнювачі використовували поліакриламід, 
метилцелюлозу та полівініловий спирт. Вибір  даних речовин  пов’язаний з їх 
потенційною здатністю стабілізувати  і пролонгувати дію біологічно  
активних речовин,  біологічною нешкідливістю та необхідними 
формоутворюючими  характеристиками.  
При  цьому  слід відзначити,  що  процес розчинення стабілізаторів у 
фугаті супроводжувався певними труднощами, а саме тривалим їх 
розчиненням, утворенням неоднорідної реакційної суміші тощо. Так,  
полівініловий спирт набухає та осідає пластівцями, метилцелюлоза 
розчиняється з часом при перемішуванні, тоді як поліакриламід добре 
розчиняється відразу. В той же час потрібно відмітити, що поліакриламід у 
вищій концентрації помітно загущує водний розчин.  
 Стабільність отриманого нативного фугату та фугатів із додаванням 
стабілізаторів за стафілолітичною активністю визначали при зберіганні при 
температурі +4°С впродовж 3 місяців (рис. 5.4). Частина з використаних 
наповнювачів відразу після внесення (вихідні дані - на осі ординат) 
призводить до звязування ферментного комплексу від 5 до 8%.   
Аналіз стафілолітичної активності фугатів Str. albus UN44 при 
зберіганні показує, що використання досліджуваних допоміжних речовин не 
впливає на її динаміку. В усіх варіантах зниження активності щодо вихідного 
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значення у цьому ж зразку знаходиться в межах похибки (5%), фактично 
лишаючись на тому ж рівні.  
 
 
 
 
Рис. 5.4.  Динаміка стафілолітичної активності зразків фугатів  
Str. albus UN44 з наповнювачами-стабілізаторами 
 
Очевидно, що впродовж 3 місяців зберігання літична активність 
нативного фугату залишається стабільною, що свідчить про можливість 
випуску рідкого препарату-антисептику зовнішнього застосування без 
внесення стабілізаторів. Такий препарат може застосовуватися для 
промивання інфікованих ран або нанесення на серветки безпосередньо перед 
накладанням на уражену ділянку шкіри. Можливість ветеринарного (та 
потенційно, медичного) використання рідкого препарату з Str. albus UN44 
обумовлене встановленою на попередніх етапах нешкідливістю культури, 
яку досліджували на зразках культуральної рідини (Додаток  ). 
Наведені результати показують, що полівініловий спирт та 
поліакриламід, можуть бути використані як допоміжні речовини у рідкій 
формі даного препарату для підвищення його ефективності при застосуванні. 
Так, наприклад, можна прогнозувати пролонговану дію розчину препарату з 
вмістом цих речовин після нанесення на рану, оскільки це уповільнить 
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висихання препарату та розтікання на поверхні шкіри [  ]. Отже, 
бактеріолітичний препарат з Str. albus UN44 може бути рекомендований як 
ветеринарний (та потенційно, медичний) лікувальний засіб у вигляді рідкої 
форми без стабілізатора або рідкої форми пролонгованої дії з внесенням 0,5% 
поліакриламіду або полівінілового спирту. Останнє, однак потребує 
додаткової перевірки у клінічних умовах.  
Суттєвими перевагами рідкої форми препарату, окрім високої 
активності та зручності застосування, є її технологічність. Така готова форма 
може бути отримана безпосередньо в ході біотехнологічного виробництва на 
основі розробленої технології ліофілізованого препарату Циторецифен-М, 
що дозволить виключити стадію сушки, а фугат буде розлитий у стерильні 
флакони по 200 мл. Варіантами технології є попередня стерилізація, очистка 
та концентрування фугату, що й використовували надалі при розробці рідкої 
готової форми препарату.       
 
5.2.1. Підбір наповнювачів мяких лікувальних форм та розробка композицій 
препаратів-антисептиків   
 
Підбір допоміжних речовин (формоутворюючих, консервантів, 
стабілізаторів та ін.) для створення мякої лікувальної форми (МЛФ) 
препарату проводили з використанням дослідного зразку препарату Цитал, у 
приготовлений розчин якого вносили обрані допоміжні речовини.  
Встановлення речовин та їх концентрацій, що дозволять створити 
лікувальний засіб м’якої форми з найбільш ефективними ранозагоювальною, 
антисептичною та іншими необхідними властивостями, здійснювали за їх 
впливом на літичну активність препарату щодо тест-культури St. aureus. 
 Відповідно до аналізу використовуваних в аналогічних розробках 
компонентів, були обрані формоутворюючі речовини гліцерин, білий м’який 
парафін, поліетиленоксид-400 (ПЕО-400), поліетиленгліколь-600 та -1000 
(ПЕГ-600 та ПЕГ-1000, відповідно), в якості консервантів – мірамістин та 
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офлоксацин, і як активні допоміжні компоненти, в тому числі, знеболюючі 
– димексид та лідокаїн [ ].  
Встановлено, що гліцерин та вазелін, як формоутворюючі речовини, 
знижують активність ферментного препарату на 10-20%, однак це 
виявляється при максимальних їх концентраціях у сіміші (40%) (рис. 5.5, а)).   
  
 
 
а)                                                                           б) 
Рис. 5.5. Вплив формоутворюючих допоміжних речовин на літичну 
активність ферментного препарату Цитал щодо St. aureus 
 
Однак, порівняння отриманих результатів та використовуваних на 
практиці концентрацій вазеліну і гліцерину свідчить, що оптимальний їх 
вміст у складі МЛФ лежить в інтервалі 10-20% [ ]. А при таких 
концентраціях гліцерину літична активність препарату практично не 
знижується, а у присутності вазеліну знижується на 10-15%, що є 
прийнятним в аналогічних композиціях. Це дозволяє розглядати дані 
речовини як формоутворюючі компоненти МЛФ препарату. 
Як формоутворюючі компоненти м’якої  готової форми препарату було 
досліджено також ПЕО-400, ПЕГ-600 та ПЕГ-1000. В огляді літератури 
показано, що ці речовини є одними з найбільш перспективних компонентів 
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м’яких лікарських засобів та зазвичай використовуються і як носії 
ферментів при їх іммобілізації, і як формоутворюючі компоненти [ ]. Відомо, 
що зазвичай ПЕО-400 та ПЕГ-600 містяться у мазях або гелях в доволі 
широкому діапазоні  - від 5 до 70%, в той час як для ПЕО-1000 інтервал 
концентрацій становить 5 – 25%.  
Показано (рис. 5.5, б)), що у рекомендованих концентраціях ПЕО-400 
та ПЕГ-1000 по різному впливають на активність препарату. Так, якщо ПЕГ-
1000 при максимально використаній концентрації (20%) практично не 
знижує активність ферменту (в межах похибки, на 2%), то максимально 
використані концентрації ПЕО-400 та ПЕГ-600 знижують активність Циталу 
щодо клітин стафілококу до 10 %. 
Отримані результати щодо впливу ПЕО-400, ПЕГ-600 та ПЕГ-100  на 
активність досліджуваного ферментного препарату є свідченням можливості 
їх використання у складі його МЛФ, оскільки у рекомендованих 
концентраціях не знижують суттєво його антимікробну дію. Дані речовини 
також мають ряд переваг у порівняні з іншими формоутворюючими 
речовинами: вони є водорозчинними та активними наповнювачами 
препарату. Остання властивість пояснюється тим, що ПЕО та ПЕГ різної 
молекулярної маси мають пролонгуючу здатність (до 24 год) і виражену 
дегідратуючу дію на тканини, можуть проникати всередину тканин, а також 
утворювати з антибіотиками і антисептиками комплекси та транспортувати 
їх вглиб тканин [ ]. Така властивість особливо важлива, оскільки ПЕО та ПЕГ 
можуть виступати також у ролі носіїв для іммобілізації ферментів, і 
вірогідно, взаємодія ферменту на ПЕГ та ПЕО здійснюється за рахунок 
утворення водневих зв'язків. 
Окрім формоутворюючих компонентів для розробки МЛФ препарату 
досліджували вплив інших допоміжних речовин  анестетиків та 
консервантів, що є обовязковими складовими для забезпечення 
знеболювання при застосуванні препарату та його стабільності при 
зберіганні.  
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Як анестетики були використані лідокаїн та димексид у 
рекомендованих концентраціях  1-5% [ ]. Встановлено, що при концентрації 
лідокаїну 5-10 % у суміші активність препарату щодо St. aureus знижується 
на 18 % (рис.5.6, а)).  Димексид значно менше впливає на активність 
препарату і в таких же концентраціях знижує його активність в межах 5%.  
 
 
а)                                                                           б) 
Рис. 5.6. Вплив анестетиків (а) та консерванту (б) на літичну активність 
ферментного препарату Цитал щодо St. aureus 
 
Обидва використані анестетика можуть бути використані у композиції 
МЛФ Циталу, оскільки у рекомендованих концентраціях не впливають 
суттєво на його активність, однак певну перевагу при виборі має димексид.    
Межі використання інших допоміжних речовин (консервантів) у складі 
МЛФ значно вужчі і складають 0,05-0,5% [ ]. У вказаних концентраціях 
використаний консервант антибіотик офлоксацин практично не впливає на 
стафілолітичну активність препарату, що визначає його придатність в 
композиції допоміжних речовин (рис.5.6, б)).  Використання офлоксацину як 
допоміжного компоненту у складі МЛФ має додаткові переваги, оскільки він 
виявляє бактерицидний ефект широкого спектру. Отже, офлоксацин і 
 192 
ферментний антисептик Цитал у складі МЛФ можуть проявляти 
антимікробну дію за різним механізмом в комплексі, не пригнічуючи взаємну 
дію. 
На основі отриманих результатів розроблені та приготовлені 4 
композиції МЛФ препарату Цитал, з потенційною багатофункціональністю і 
можливістю комплексного впливу на раньовий процес:  
-  композиція № 1, мас.%: ПЕО-400 - 10, ПЕГ-600 – 40, ПЕГ-1000 – 15, 
проксанол 268 – 20, гліцерин – 10, лідокаїн – 5, офлоксацин – 0,5, 
ферментний препарат – 40 мг/см3, вода - решта; 
- композиція № 2, мас. %:  ПЕО-400 - 10, ПЕГ-600 – 40, ПЕГ-1000 – 15, 
проксанол 268 – 20, вазелін – 10, лідокаїн – 5, офлоксацин – 0,5, ферментний 
препарат – 40 мг/ см3, вода - решта; 
- композиція № 3, мас.%: ПЕО-400 - 10, ПЕГ-600 – 40, ПЕГ-1000 – 10, 
проксанол 268 – 20, гліцерин – 10, лідокаїн – 5, офлоксацин – 0,5, димексид – 
5, ферментний препарат – 40 мг/см3, вода - решта; 
- композиція № 4, мас.%: ПЕО-400 - 10, ПЕГ-600 – 40, ПЕГ-1000 – 10, 
проксанол 268 – 20, гліцерин – 10, димексид – 5, лідокаїн – 5, гентаміцин 
сульфат – 0,1, ферментний препарат – 40 мг/см3, вода - решта; 
 
Аналіз літичної активності дослідних зразків композицій МЛФ щодо 
контролю (розчину Циталу такої ж концентрації 40 мг/см3) свідчить, що 
лише у складі композиції №2 втрати активності ферменту досягають 80%, 
що, очевидно, пов’язано із присутністю в її складі вазеліну (рис. 5.7). Інші 
композиції дозволяють зберегти 75-90% активності ферментного препарату і 
можуть бути запропоновані лікувального (ветеринарного) застосування як 
антимікробний засіб у формі мазі/гелю. 
Перевірка стабільності отриманих композицій при зберіганні впродовж 
3 місяців  при 4С показала, що у варіанті №1 та №4 втрат активності 
ферменту не відбувається, у варіанті №3 її зниження є несуттєвим і 
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коливається в межах 7%. Тому, можна пропонувати МЛФ препарату 
бактеріолізинів з Str. albus UN44 у розроблених композиціях  №1 та №4. 
 
 
Рис. 5.6. Порівняння літичної активності розроблених композицій МЛФ  
щодо активності препарату Цитал (100%)  
 
Оскільки при приготуванні розроблених композиції дослідний 
препарат Цитал використовували у вигляді розчину, а фактично, в розчин 
препарату вносили допоміжні речовини і гомогенізували визначеним 
способом (див. п.  ), очевидно, для цього може бути використаний не лише 
вже готовий  препарат, а й очищений та сконцентрований фугат з Str. albus 
UN44.  Тому, на основі отриманих результатів та розробленій біотехнології 
препаратів Циторецифен-М та Цитал, була запропонована технологічна та 
апаратурно-технологічна схеми виробництва рідкої та мякої лікувальних 
форм препаратів-антисептиків Str. albus UN44 в ході біотехнологічного 
процесу. 
На рис. 5.7 представлена варіативна частина технологічної схеми 
виробництва вказаних готових форм, що може бути реалізована після 
процесу виробничого біосинтезу ферментів. Всі попередні етапи 
виробництва (допоміжні роботи і біосинтез продукту) проводяться 
аналогічним чином, як і при отриманні варіанту іммобілізованого препарату, 
що описано у п. 4.5. (та подано  на рис. 4. ).  
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 ТП 7 
Кт 
Відділення біомаси 
сепарацією 
Біомаса до ЗВ 12 
 n=10 тис. хв-1  
   
Мембрани Bicmax-
200 
ТП 8 
Кт, Кх 
Баромембранна очистка 
та стерилізація  
ферментного комплексу 
 
  Р=0,2 МПа  
   
Мембрани Bicmax-5 ТП 9 
Кт, Кх 
Баромембранне 
концентрування  
ферментного комплексу 
 
  Р=0,4 МПа, 
С продукту = 30 тис. МО/см3 
 
                                     
ТП 10 
Кт 
 
Розлив препарату у 
флакони 
 ТП 10 
Кт 
Внесення наповнювачів 
мякої готової форми 
препарату 
V=200 cм3  t=301С, n=50 хв-1, = 30 хв 
   
ПМВ 11 
Кт 
Фасовка та упаковка 
препарату 
 ПМВ 11 
Кт 
Фасовка препарату у 
флакони (туби) 
П/е пакети, m=500 г  V=50 cм3 
                            
 ЗВ 12 Знешкодження відходів та 
викидів 
 
   
Промивні води, 
відпрацьоване 
повітря 
 
ПВ 13 Переробка відходів та 
викидів 
 
 
Рис. 5.7. Технологічна схем (варіативна частина) виробництва комплексного 
бактеріолітичного препарату Цитал та протеолітичного препарату 
(продовження, перша частина на рис. 4. ) 
 
від ТП 6 
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Варіативна частина технологічної схема отримання продуктів, таким 
чином, включає наступні стадії (рис. 5.7): відділення біомаси сепарацією 
(ТП7), баромембанна очистка та стерилізація фугату (ТП8), баромембранне 
концентрувння розчину ферментів (ТП9).  
Наступні  етапи (можливі для реалізації як альтернативні) дозволяють 
отримати рідку форму препарату (рис. 5.7, ТП10 та ПМВ 11; рис. 5.8, поз. 5) 
або мяку лікувальну форму (рис. 5.7, ТП10 та ПМВ 11; рис. 5.8, поз. 6-8)  
 
 
 
Рис. 5. 8. Апаратурно-технологічна схема виробництва рідкої (І) та мякої (ІІ) 
лікувальної форми комплексного препарату-антисептику: 
 
1 – ферментер, 2 – сепаратор, 3 – збірник, 4 – баромембранна установка, 5 – апарат 
для розливу у флакони, 6 – збірник, 7 – об’ємний дозатор, 8 – фасувальна машина 
(фасування у флакони або туби). 
 
Запропоновані та розроблені варіанти готових форм препаратів-
антисептиків Str. albus UN44 можуть бути використані як лікувальні 
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ветеринарні засоби поверхневої дії, а також для проведення доклінічних та 
клінічних досліджень щодо можливості застосування у медицині. 
 
 
5.3. Антибіотичні продукти селекціонованого штаму  
Str. albus UN 44 
 
Встановлена вперше антагоністична активність вихідної культури  
щодо Candida albicans, Candida utilis та Kocuria (Micrococcus) varians (див. 
табл.3.9) дали підстави розглядати її не лише як продуцент бактеріолітичних 
ферментів, а й антибіотичних речовин. Тому наступний етап роботи був 
присвячений дослідженню антагоністичної активності селекціонованого 
штаму Str. albus UN 44, вивченню специфічності та ідентифікації 
антибіотичних продуктів, а також розробці способів отримання препаратів 
антибіотиків. 
 
5.3.1. Виділення, характеристика та ідентифікація комплексу 
антибіотиків культури 
 
Антагоністичну активність штаму Str. albus UN 44 визначали методом 
радиальних штрихів, використовуючи тест-штами мікроорганізмів, що є 
загально прийнятими у практиці для оцінки антимікробної дії антибіотичних 
сполук і включені до Фармакопей країн світу. 
Порівняння спектру антимікробної дії селекціонованого штамму-
мутанту UN 44 (табл. 5.2) та природного штаму 2435 (див. табл. 3.9) показало 
загалом схожу активність. Так, серед всього спектру культур мутантний 
штам пригнічував ріст Koc.(Micrococcus) varians та C. albicans, але виявився 
не активним щодо C. utilis, на відміну від природної культури. Очевидно, це 
може бути повязано із результатом впливу мутагенезу, що застосовувався в 
селекції, оскільки її критерієм була здатність до синтезу бактеріолізинів. 
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Відмічена мінливість культури за ознакою антибіотичної активності під 
дією використаних мутагенів відкриває можливість спрямованої селекції 
продуценту для отримання варіанту з підвищеною здатністю до синтезу 
антибіотиків та/або розшренню його специфічності. 
Таблиця 5.2 
Антагоністична активність Str. albus UN 44 
№  
п/п 
 
Тест-штами 
Зона 
затримки 
росту, мм 
 Грампозитивні  
1 Bacillus subtilis ATCC 6633 0 
2 Bacillus cereus ATCC 11778 0 
3 Staphylococcus aureus ATCC 6538 0 
4 Kocuria (Micrococcus) varians ATCC 9341 10 
 Грамнегативні  
5 Escherichia  coli ATCC 25922 0 
6 Proteus vulgaris ATCC 6896 0 
7 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0 
8 Salmonella enterica NTCT 9027  0 
 Дріжджі  
9 Candida albicans ATCC 10231 15 
10 Candida utilis ATCC LIA-01 0 
 
Однак, оскільки штам Str. albus UN 44 виявляє той же спектр 
активності щодо різних груп мікроорганізмів, що й вихідна культура 
(особливо щодо дріжджоподібнх патогенів C. albicans), його надалі 
використовували для біосинтезу антибіотиків та їх аналізу.   
Речовини антибіотичної природи виділяли з культуральної рідини Str. 
albus UN 44 методом періодичної рідинної екстракції хлороформом у 
співвідношенні 4:1 за допомогою ділильних воронок. Для визначення 
локалізації антибіотиків екстракцію проводили окремо з відділеної біомаси 
продуценту та фугату культуральної рідини. Отримані екстракти 
концентрували з однаковою кратністю та наносили на паперові диски для 
визначення антибіотичної  активності.  
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Можна відмітити (рис. 5.9), що активність екстракту з фугату була 
майже удвічі вищою, ніж екстракт з біомаси продуценту, що приводило до 
утворення зони пригнічення росту C. albicans Y-2681 25 і 15 мм, відповідно.  
Це вказує на екзогенний характер біосинтезу антибіотику Str. albus UN 44, а 
наявність антибіотику у біомасі продуценту, очевидно, повязано із 
частковою присутністю у відділеній біомасі рідини та антибіотику, що не 
встиг виділитися з клітини. Це обумовлює можливість виділяти антибіотик 
або з цільної культуральної рідини (для повного вилучення продукту) або 
використовувати для екстракції антибіотику лише фугат після відділення 
біомаси. Останній варіант має технологічні переваги при промисловій 
реалізації, тому що наявність нерозчинної фази (біомаси) може ускладнювати 
масообмінні процеси при екстрагуванні та процес відділення фракції 
антибіотику. Так, отриманий екстракт з біомаси містив значно більше 
зважених часток, ніж екстракт фугату.  
Зважаючи на це у наступних дослідах використовували екстракт 
фугату культуральної рідини Str. albus UN 44, який аналізували методами 
тонкошарової, колонкової та високошвидкісної рідинної хроматографії, а 
також спектральними методами.  
Тонкошаровою хроматографією екстракту було встановлено наявність 
основної сполуки з фактором розділення 0,65 (рис. 5.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Екстракт 
біомаси 
Екстракт 
к.р. 
Лінія старту 
Сполука з Rf=0,65 
Лінія фінішу 
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Рис. 5.9. Антагоністична 
активність екстрактів з  
Str. albus UN 44 
 Рис. 5.10. Тонкошарова 
хроматографія екстракту  
Str. albus UN 44 
 
Проявлення хроматографічної пластини в парах йоду та якісна реакція 
з FeCl3 засвідчила наявність фенольної групи в молекулі даної речовини.  
Для підтвердження антибіотичної активності виявленої сполуки 
проводили її біоавтографію, накладаючи аналогічну (але не проявлену) 
хроматографічну пластину зі сполукою після тонкошарової хроматографії на 
поверхню агаризованого середовища з засіяною тест-культурою C. albicans 
Y-2681 (рис. 5. 11, а). 
Результати досліду показали наявність зони затримки росту C. albicans 
Y-2681 розміром 22-23 мм на рівні сполуки з Rf=0,65, що підтверджує її 
антибіотичну природу та активність. Невеликі зони пригнічення росту вище 
цієї сполуки на пластині (рис. 5.11, а), див. рис. 5.10), очевидно, свідчать про 
присутність й інших антибіотичних продуктів штаму, але у меньших 
концентраціях.  
З окремої дослідної хроматографічної пластини вирізали частину, де 
була розташована основна антибіотична сполука, екстрагували її та 
піддавали спектральному дослідженню.     Наведені (рис. 5.11 (б)) дані  
 
              
                      а)                                                        б)               
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Рис. 5.11. Біоавтографія (а) та спектрограма (б) сполуки, виділеної з 
екстракту Str. albus UN 44 
 
дозволили встановити додаткові характеристики антибіотику, а саме 
максимум поглинання при довжині хвилі 260-275 нм та відсутніть 
поглинання у видимій області спектра. Вказані фізико-хімічні властивості 
сполуки можуть бути використані, в тому числі, для розробки 
спектрометричного методу її кількісного визначення.  
Отримані дані (див. рис. 5.10; рис. 5.11) свідчать про наявність серед 
продуктів Str. albus UN 44, окрім основної сполуки, й інших антибіотичних 
речовин. Їх нечіткі характеристики, очевидно,  обумовлені низькою 
концентрацією у отриманому екстракті. Тому, надалі виділення, 
концентрування та аналіз спектру антибіотичних сполук культури, 
проводили за наступною схемою (рис. 5.12):    
 
Напрацювання культуральної рідини продуценту та 
отримання фугату  
 
Ступінчаста екстракція антибіотичних речовин 
органічними розчинниками 
 
Виділення окремих фракцій екстракту  
 методом колонкової хроматографії  
 
Дослідження антимікробної активності  
окремих фракцій  
 
Вивчення деяких фізико-хімічних характеристик  
виділених антибіотичних сполук 
 
Рис. 5.12. Схема виділення та аналізу антибіотичних речовин  
Str. albus UN 44 
 
Екстракцію антибіотичних речовин з культурального фугату 
проводили хлороформом та етилацетатом у співвідношенні 1:4 тричі 
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протягом 15 хв. Екстракт наносили на колонку з сілікагелем та потім 
елюювали фракції різними органічними розчинниками (н-гексан, хлороформ, 
ізопропанол, етанол) та їх системами, що були розроблені та використані в 
порядку зростання полярності. Після елюції фракції по 50 см3 концентрували 
вакуум-випарюванням та використовували для дослідження антагоністичної 
активності методом паперових дисків, аналогічно представленому на рис. 
5.9.  
Для аналізу антагоністичної активності окремих фракцій 
використовували бактеріальні та дріжджові тест-культури. Фракції 
характеризувалися різною антагоністичною активністю щодо B. subtilis, C. 
cefyr i M. flavus (рис. 5.13). Так, фракції  №20-32 і №61-63 активні лише 
відносно бацил, а фракції №41-61 виявляли активність як до бацил, так і до 
мікрококів та дріжджів.  
 
 
Рис. 5.13.  Профілі елюції екстракту культурального фугату Str. albus UN44 
та антибіотична активність окремих фракцій 
 
Можна припустити наявність серед продуктів Str. albus UN44 в 
культуральній рідині двох антибіотичних сполук, активних щодо бактерій та 
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грибів. Отримані дані щодо біосинтезу речовин антибактеріальної і 
антифунгальної дії узгоджуються з даними дослідження антагонізму 
культури (див. табл. 5.2). Відсутність антагонізму культури щодо бацил (при 
їх радіальних підсівах до колонії продуценту на агаризованому середовищі), 
очевидно, визначається дещо меншим рівнем синтезу антибактеріальних 
антибіотиків (або антибіотику), ніж антифунгальних. У концентрованому 
екстракті ця активність була виявлена, тому наступним завданням був аналіз 
двох основних антибіотичних сполук різної специфічності.  
Виділені методом колонкової хроматографії фракції, що виявляти 
антибактеріальну та антифунгальну активність використовували для аналізу 
структури антибіотиків був проведений HPLC-аналіз з мас-спектрометрією 
(рис. 5.14). 
 
 
Рис. 5.14. Хромато-мас-спектрометричний аналіз антибіотичних сполук  
Str. albus UN44: а) біс(2-етилгексил)фталат;  
                                       б) 3-о-метилциклополова кислота. 
 
За даними HPLC-аналізу і мас-спектрометрії визначено дві сполуки з 
молекулярними масами 391,3 і 255,1. Відповідно до даних бібліотеки мас-
спектрів "ChemNetBase" ці сполуки було віднесено до біс(2-
етилгексил)фталату і 3-о-метилциклополової кислоти відповідно. Виявлені 
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два антибіотика відносяться до групи похідних фталевого альдегіду, на 
основі якого до сьогодні випускається антимікробний препарат фталазол, 
активний до ряду патогенних і умовно-патогенних бактерій.  
Щодо циклополової кислоти зазначимо, що свого часу Birkinshaw, 
Raistrick i Ross виділили з виду Penicillium ciclopium циклопальдову кислоту, 
дигідропохідне якої отримало назву циклополової кислоти. За даними 
літератури цим двом сполукам притаманна антифунгальна активність, однак 
для циклополової кислоти вона дещо менша, але циклополова кислота 
характеризується ще й активністю щодо представників роду Bacillus. 
Встановлено, що антифунгальні властивості цих сполук пов’язані з 
наявністю в їх структурі о-діальдегідної групи, відновлення або окислення 
якої з перетворенням у фталіловий спирт,  формілбензойну кислоту і 
диметилфталат повністю призводить до втрати антибіотичної дії  [7, 8, 9].  
Таким чином, у зв’язку з виявленою раніше антагоністичною 
активністю, проаналізовано екстракти біомаси і культурального фугату 
штаму Str. albus UN44 щодо пригнічення умовно-патогенних 
мікроорганізмів. Методами тонкошарової хроматографії і оптичної 
спектрометрії охарактеризована сполука антифунгальної дії  з фактором 
розділення 0,65, наявністю фенольної групи в молекулі та максимумами 
поглинання в області 270-275 нм. Хромато-мас-спектрометричним аналізом 
та за допомогою бази мас-спектрів "ChemNetBase" дані антибіотичні сполуки 
визначено як біс(2-етилгексил)фталат і 3-о-метилциклополова кислота –  
похідні фталевого альдегіду, якому також притаманна антимікробна дія. 
Новий виділений та досліджений антибіотичний комплекс штаму Str. 
albus UN44 був названий Стрептофунгін (тобто антибіотик, що синтезується 
стрептоміцетом та має профідну фунгіцидну дію) та запатентований нами в 
Україні [ ]. Інші два патенти України (на винахід та корисну модель) були 
отримані на вказаний штам, як продуцент комплексу антифунгальних 
антибіотиків [ ].   
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5.3.1. Розробка технології препаратів антибіотиків з Str. albus UN 44 
 
Встановлені на попередньому етапі характеристики антибіотичних 
речовин культури, а також їх локалізація в процесі біосинтезу та підбір 
системи екстрагування та фракціонування продукту, були покладені в основу 
розробки технологічних параметрів та принципової апаратурно-
технологічної схеми виробництва препаратів антибіотиків з Str. albus UN 44. 
Один з варіантів запропонованованої технології (рис. 5.15) передбачає 
використання для екстрагування антибіотиків всієї культуральної рідини 
(поз.2 ), оскільки було показано (див. рис.5.9), що продукт частково 
міститься і у біомасі продуценту.  
 
      
Рис. 5.14. Принципова апаратурно-технологічна схема виробництва 
препарату антибіотиків Стрептофунгін : 
1 – ферментер, 2 – екстрактор, 3 – центрифуга, 4 – хроматографічна колонка, 5 – вакуум-
випарний апарат, 6 – ліофільна сушарка, 7 – апарат фасування та пакування продукції 
 
Для отримання препарату всього комплексу антибіотиків 
екстрагування проводиться хлороформом та етилацетатом у співвідношенні 
1:4 (трикратно). Для отримання окремих препаратів антибіотиків 
антифунгальної та антибактеріальної специфічності після екстракції всього 
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комплексу зазначеними екстрагенами, проводять виділення відповідних 
фракцій колонковою хроматографію (поз. 4) підібраною комбінацією 
екстрагенів (див. рис. 5.13). Для отримання антифунгального препарату 
використовують екстракцію системою хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20), 
а для виділення антибактеріальних антибіотиків   хлороформ, 
гексан:хлороформ (1:1). Після виділення комплекс антибіотиків (або окремі 
фракції) концентрують вакуум-випарюванням (поз. 5), висушують 
ліофільним способом (поз. 6). Після висушування препарат фасують у 
флакони та пакують у картонні коробки.  
Встановлені фізико-хімічні властивості антибіотичних сполук Str. albus 
UN 44 дали змогу розробити й інший варіант принципової апаратурно-
технологічної схеми, яка дозволяє отримати два різних антисептичних 
продукти (бактеріолітичний ферментний препарат та препарат комплексу 
антибіотиків) в одному технологічному циклі (рис. 5.16).  
 
 
Рис. 5.16. Апаратурно-технологічна схема отримання препарату 
бактеріолізинів (верхня лінія) та антибіотиків (нижня лінія)  
в одному технологічному циклі: 
1 – ферментер, 2 – сепаратор, 3 – дозатор, 4 – реактор, 5, 13 – центрифуга, 6 – 
реактор, 7 – апарат для діалізу, 8, 14 – вакуум-випарний апарат, 9 – апарат для гель-
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фільтрації, 10 – апарат для розливу у флакони, 11, 15 – ліофільна сушарка, 12 – 
екстрактор, 16 – апарат для фасування та пакування продукції. 
 
Така технологія обумовнена різною хімічною природою антимікробних 
продуктів селекціонованого продуценту. Тому є можливість спочатку 
виділити осадженням (NH4)2SO4 білкову частину фугату (поз. 4), що містить 
ферментний комплекс, а попередньо відділену біомасу  (поз. 2) та частину 
фугату звільнену від ферментів (поз.5) направити на виділення антибіотиків 
екстрагуванням (поз. 12).  
Таким чином, варіантами реалізації запропонованої апаратурно-
технологічної схеми є отримання одночасно комплексу антибіотиків (як 
описано вище, див. також рис. 5.14) та бактеріолітичних ферментів  з 
використанням встановлених режимів осадження (див. табл. 5.1, рис.5.2). 
Застосування в останньому випадку додатково фракціонування гель-
фільтрацією (поз. 5) дає можливість отримати ферментні препарати різної 
специфічності (протеолітичні, літичні). Для отримання ж комплексного 
препарату бактеріолізинів можна безпосередньо після концентрування 
виділених ферментів (поз. 8) висушити концентрат, як показано в розробці 
комплексного антисептику Цитал (див. рис. 5.2).  
    Подані у підрозділі результати досліджень та запропонованих 
розробок є основою для напрацювання дослідної партії препарату 
антибіотиків для подальшого вивчення та встановлення ефективних 
концентрацій, оптимізації умов виробництва та визначення галузей 
застосування. Потенційно, отриманий за наведеною схемою препарат може 
бути застосований як консервант у харчових продуктах, у складі 
ветеринарних засобів та як сировина для фармацевтичної промисловості при 
виробництві лікарських засобів. Останнє, звичайно, вимагає попереднього 
проведення доклінічних та клінічних досліджень препарату. Разом з тим, 
очевидно, це відкриває й новий напрямок вивчення та селекції досліджуваної 
культури саме як нового продуценту антибіотиків.  
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5.4. Препарати комбінованої дії для рослинництва  
з Str. albus UN 44  
 
Рістстимулювальна здатність досліджуваної культури (первісно 
ідентифікованої як  Str. recifensis var. lyticus) щодо деяких рослин та вищих 
базидіоміцетів раніше була показана рядом авторів [   ], однак  
антагоністична активність у відношенні фітопатогенів не вивчалася.  
Можливість отримати препарат для рослинництва, що міг би не лише 
стимулювати розвиток сільськогосподарських рослин, а й виявляв би 
антисептичну дію (пригнічував грибкову інфекцію) стали підставами для 
вивчення відповідних властивостей селекціонованого штаму. 
 
5.4.1. Дослідження рістстимулювальної та антагоністичної активності 
препаратів фугату та  культуральної рідини штаму 
 
Дослідження антагоністичної активності штаму Str. albus UN 44 щодо 
обраних поширених фітопатогенів (рис. 5.17) показало, що він належить до 
активних продуцентів антифунгальних сполук: за даними літератури 
(Ownley, Weller, 1992) такі штами мають індекси пригнічення росту вищі 
25%. Такіий рівень індексів пригнічення визначався щодо всіх досліджених 
фітопатогенів, а найвищий  (80%) виявлявся у відношенні до Bipolaris 
sorokiniana. Здатність до пригнічення Fusarium graminearum була 
найнижчою (25%), але й щодо цієї культури визначала перспективи 
застосування препаратів продуценту для боротьби з поширеним 
захворюванням рослин – фузаріозом.    
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Рис. 5.17. Антагоністична активність Str. albus UN 44 щодо  
фітопатогенних культур 
 
Очевидно, що антибіотичні сполуки штаму секретуються у зовнішнє 
середовище, тому препарат-антисептик для рослинництва може бути 
запропонований як на основі життєздатної біомаси продуценту, так і на 
основі культуральної рідини (фугату). Оскільки у культуральній рідині разом 
з антибіотиком накопичується також комплекс лізоензимів, різноспрямована 
дія препарату визначатиметься активністю антифунгальних сполук у 
поєднанні з ферментами. 
Для дослідження рістстимулювальної активності селекціонованого 
штаму були отримані дослідні зразки препаратів, а саме препарат 
(Стрептофунгін-1) культуральної рідини після біосинтезу, що містив біомасу 
продуценту та комплекс всіх синтезованих метаболітів і препарат фугату 
(Стрептофунгін-2), звільнений від біомаси продуценту. В ході дослідження 
визначали вплив дослідних препаратів на проростання насіння, ріст та 
розвиток у віргінільному періоді онтогенезу обраних рослин, а також 
перевіряли здатність пригнічувати розвиток фітопатогенів та виявляли 
можливі супроводжуючі ефекти.  
 Вплив препарату фугату у розведенні 1:20 на проростки пшениці ярої 
Triticum L. виявив суттєвий інгібуючий ефект на ріст кореня пшениці 
впродовж всього періоду вирощування (табл. 5.3). Наприкінці 14 доби 
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довжина кореня контрольних рослин (необролених препаратом) склала 
145,0±7,1 мм, що більше у 1,5 рази, ніж у оброблених рослин (101,0±5,0). 
Приблизно такий же вплив чинив препарат й на розвиток надземної частини 
пшениці – довжина стебла оброблених проростків до 7 доби також 
поступалася контрольним і лише пізніше стала на 5-10% її перевищувати 
(223,7±10,8 мм).       
Таблиця 5.3 
Вплив обробки проростків пшениці ярої препаратом фугату   
на морфометричні показники рослини при вирощуванні 
 
Варіант 
обробки 
 
 
Тривалість вирощування, діб 
3 4 7 10 14 
Довжина кореня, мм 
фугат розве-
дений (1:20) 
23,0±1,1 35,9±1,7 89,3±2,2 93,3±4,6 101,0±5,0 
без обробки 
(контроль) 
44,3±2,1 64,4±3,2 117,00±5,7 131,7±6,5 145,0±7,1 
 Довжина стебла, мм 
фугат розве-
дений (1:20) 
14,7±0,7 33,7±1,5 138,8±6,6 191,7±8,5 223,7±10,8 
без обробки 
(контроль) 
22,2±1,0 40,2±2,0 138,7±6,4 176,7±7,9 201,7±9,1 
 
Очевидно, що препарат фугату недоцільно застосовувати для 
стимуляції росту пшениці на початку вирощування. Незначна стимуляція 
росту стебла через 10-14 діб в грунтових умовах може бути малоефективною, 
але могла б бути підставою для розробки окремих схем застосування такого 
засобу на більш пізніх етапах росту.  
Однак, оскільки у передбачуваному препараті для рослинництва ми 
планували поєднати рістстимулювальну та антагоністичну дію, цей варіант 
препарату надалі не досліджували: антимікробний спектр активності фугату 
та ферментних препаратів на його основі не включає грибні культури [   ].  
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Тому, аналогічний дослід проводили з використанням культуральної 
рідини штаму  Str. albus UN 44 (без відділення біомаси), що застосовували 
для обробки проростків пшениці у різних концентраціях (табл. 5.4).      
     
Таблиця 5.4 
Вплив обробки проростків пшениці ярої препаратом культуральної 
рідини на довжину стебла (мм) при вирощуванні 
 
Варіант 
обробки, 
розведення 
Тривалість вирощування, діб 
3 4 7 10 14 
препарат (1:20) 6,4±0,3 21,5±1,0 80,7±5,2 80,7±4,0 * 
без обробки 
(контроль) 
7,6±0,2 15,7±0,7 38,7±3,2 38,7±1,6   
препарат (1:10) 10,1±0,5 30,7±1,5 113,0±5,6 186,7±8,2 231,3±11,2 
без обробки 
(контроль) 
11,9±0,6 35,1±1,7 111,0±5,8 170,3±7,8 208,5±9,1 
препарат  
(без розвед.) 
0 0 0 0 0 
*Примітка: не визначали 
 
Представлені результати вказують на залежність впливу препарату на 
розвиток надземної частини рослини від його концентрації – від 
стимулювання до інгібувати росту проростків пшениці. Препарат в 
розведенні 1:20 виявляє значну стимулюючу дію на ріст стебла проростків 
вже на 4-ю добу, внаслідок якої довжина дослідних рослин на 10 добу 
експерименту становила 80,7 мм або 208,5% в порівнянні із контрольними 
рослинами. 
Вища концентрація дослідного препарату  (розведення 1:10) протягом 
перших 4 діб приводить до незначного пригнічення росту проростків, а 
починаючи із 7 доби ‒ до стимуляції росту надземної частини рослин загалом 
на 10%. Відмітимо, що нативний (нерозведений) препарат повністю 
пригнічує ріст пшениці. 
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Вплив препарату культуральної рідини Str. albus UN 44 
досліджували також використовуючи й іншу культуру ‒ горох посівний 
Pisum sativum L. Загалом визначена схожа тенденція дії препарату в 
залежності від концентрації й щодо гороху (табл. 5.5). Так, нерозведений 
препарат повністю пригнічував ріст гороху, а в десятикратному розведенні, 
починаючи з 10 доби росту, стимулював ріст надземної частини рослини.   
 
Таблиця 5.5 
Вплив обробки проростків гороху препаратом культуральної рідини на 
довжину стебла (мм) при вирощуванні 
Варіант 
обробки, 
розведення 
Тривалість вирощування, діб 
4 7 10 14 
препарат 
(1:20) 
6,4±0,3 13,4±0,6 грибна 
інфекція 
грибна 
інфекція  
без обробки 
(контроль) 
7,4±0,3 19,4±0,8 грибна 
інфекція 
грибна 
інфекція 
препарат 
(1:10) 
7,8±0,2 35,6±0,8 62,7±1,6 76,9±3,4 
без обробки 
(контроль) 
8,4±0,4 32,7±0,6 45,7±2,2 54,3±2,4 
препарат  
(без розвед.) 
0 0 0 0 
 
Слід зазначити, що в досліді, де застосовували обробку найбільш 
розведенним зразком (1:20) з 10 доби росту відбулося інфікування рослин 
грибною інфекцією та їх загибель, причому, це відбулося і в контролі. 
Очевидно, що вихідне насіння було інфіковане. Однак у досліді, де 
використовували обробку проростків більш концентрованим препаратом 
(розведеним у 10 разів),  інфікування не відбувалося, як і у відповідному  
контролі. Можливо, це повязано із якіснішою попередньою обробкою 
насіння в цій серії дослідів, однак, не можна виключити й вплив на 
фітопатогени самого препарату.  
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Дію препарату оцінювали також за впливом на проростання самого 
насіння пшениці ярої та гороху. Шестидобові проростки цих рослин, 
оброблених препаратом у розведенні 1:20, суттєво перевищували контрольні 
за інтенсивністю проростання (рис. 5.18). Так, інтенсивність проростання 
пшениці після обробки насіння препаратом підвищувалася майже удвічі, а 
проростання гороху – у 3-4 рази.   
 
 
      Контроль                 Дослід 
 
      Контроль                 Дослід 
а) б) 
Рис. 5.18. Вплив обробки препаратом культуральної рідини Str. albus UN 44 
(розведення 1:20) на проростання насіння гороху (а) та пшениці ярої (б) 
 
Було відмічено також відмінність у впливі препарату на схожість 
рослин. Схожість пшениці у контролі склала 100% і у досліді вона 
статистично не відрізнялася, склавши 97%. Однак, в контрольній партії 
гороху зійшло лише 77% насіння, а у дослідній схожість підвищилася на 
10%. Визначений стимулювальний ефект препарату на схожість рослин, 
очевидно, має видоспецифічну залежність і потребує більш детального 
встановлення спектру таких культур та схем застосування. Розширення 
досліджень в цьому напрямку доцільно з використанням напрацьованої 
дослідної партії препарату за запропонованою технологією. 
Впродовж серії наведених експериментів визначали й вплив препарату 
культуральної рідини  Str. albus UN 44 на масу рослин. Показана різниця у дії 
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препарату щодо наростання маси гороху та пшениці – як наземних, так і 
підземних їх частин (табл.5.6).   
Таблиця 5.6 
Маса проростків гороху та пшениці, оброблених препаратом 
культуральної рідини Str. albus UN 44 
Варіант 
обробки 
Маса проростків, г 
Сира речовина Суха речовина 
Корінь Стебло Корінь Стебло 
Горох Pisum sativum L. 
препарат 
(розведення 1:10) 
2,00±0,05 2,07±0,06 0,14±0,01 0,16±0,01 
без обробки 
(контроль) 
1,02±0,01 0,98±0,02 0,08±0,02 0,10±0,01 
 Пшениця яра Triticum L. 
препарат 
(розведення 1:10) 
0,66±0,05 0,90±0,03 0,14±0,01 0,11±0,01 
без обробки 
(контроль) 
0,81±0,07 1,10±0,08 0,12±0,01 0,11±0,01 
 
Обробка проростків пшениці дослідним препаратом (розведення 1:10) 
впродовж вирощування не призводить до суттєвого впливу на накопичення 
маси рослини, найбільше знижуючись на 20% у значеннях сирої маси щодо 
контролю, а в сухій практично не відрізняється. Інший вплив препарат 
чинить на проростки гороху: дослідні рослини переважали контрольні на 96-
111% за сирою, та на 75-78% за сухою масою. Очевидно, що значний 
рістстимулювальний ефект дослідний препарат виявляє саме щодо рослини 
гороху, що засвідчують не лише показники стимуляції проростання насіння 
(див. рис. 5.18) та росту стебла (див. табл. 5.5), а й представлені показники 
накопичення маси рослини.  
Тому, на завершальному етапі даної серії експериментів визначали 
вплив препарату на ростові процеси гороху у грунті. Також, в досліді 
використовували встановлену концентрацію та схему обробки (передпосівну, 
періодичне зрошування) для визначення впливу препарату на ріст у грунті 
тифону Brassica rapa L. та кукурудзи Zea mays Bonduelle F1. 
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Відповідно до отриманих попередньо результатів, насіння рослин 
перед висівом замочували у розчині препарату у розведенні 1:20, а надалі  раз 
на 2 дні зрошували препаратом у розведенні 1:10? (табл. 5.7). 
Таблиця 5.7 
Морфометричні параметри рослин під впливом препарату 
культуральної рідини при проростанні у грунті 
Доби 
росту 
Горох Pisum sativum L. 
Довжина стебла, мм Довжина кореня, мм 
 Контроль Дослід Контроль Дослід 
6 70,0±3,3 81,7±3,5 95,0±4,1 73,3±1,9 
8 76,7±1,9 96,7±4,5 100,0±3,3 100,0±5,0 
 Тифон Brassica rapa L. 
6 86,7±1,9 83,3±4,3 26,67±1,0 30,3±1,4 
8 93,3±2,5 108,3±5,1 16,67±0,8 20,00±1,0 
 Кукурудза Zea mays Bonduelle F1 
6 133,3±1,9 140,0±5,8 80,0±3,3 113,3±10,2 
8 203,3±10,4 186,7±7,9 86,7±4,1 76,67±3,1 
 
Аналізуючи дані експерименту можна зробити висновок, що дослідний 
препарат впливає на рослини і в лабораторних і у ґрунтових умовах, 
здійснюючи стимулювання на одні культури та гальмування на інші у різні 
періоди їх розвитку. Так, у проростків гороху відмічено стимулювання росту 
стебла, проте протягом першого тижня експозиції – значне гальмування 
росту кореня. Для тифону характерне стимулювання як кореня, так і стебла. 
Для кукурудзи зафіксовано стимулювання розчином препарату як кореня, так 
і стебла на 6-ту добу експозиції, проте на 8-му добу - гальмування росту цих 
вегетативних органів. 
Таким чином, за результатами проведених досліджень встановлено, що 
препарат культуральної рідини Str. albus UN 44 «Стрептофунгін-1» здійснює 
вплив на сільськогосподарські культури як в лабораторних, так і в ґрунтових 
умовах, що проявляється в швидкості росту надземної та підземної частини 
рослин та збільшенні їх сухої та сирої маси. Характер дії може бути 
стимулюючим або інгібуючим та залежить від виду рослин, етапу їх 
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онтогенезу та концентрації (розведення) препарату. Інгібуюча дія 
препарату на певних етапах онтогенезу рослин може змінюватися 
стимулюванням ростових процесів і навпаки. Загалом дія дослідного 
препарату проявляється в гальмуванні росту кореня та стимулюванні росту 
стебла досліджуваних рослин.  
Виявлено, що за своєю дією на сільськогосподарські культури для 
застосування можна рекомендувати розведення препарату 1:10, під впливом 
якого відбувається стимулюванні ростових процесів рослин та збільшення їх 
маси, що є ознакою інтенсифікації фотосинтезу та обмінних процесів у 
дослідних рослин (Додаток  ).  
 
5.4.2. Апаратурно-технологічна схема отримання препаратів для 
рослинництва з Str. albus UN 44  
 
Аналіз чисельних розробок мікробних препаратів для сільського 
господарства (в т.ч. для рослинництва)  свідчить, що більшість з таких 
продуктів являють собою культуральну рідину продуценту із вмістом 
біологічно активних метаболітів [  ]. Дія таких препаратів при застосуванні 
обумовлена не лише концентрацією та специфічністю метаболітів, а й 
вмістом живих клітин продуценту, які після потрапляння у грунт або на 
рослину, розмножуються та продовжують секретувати біологічно активні 
продукти у зовнішнє середовище.  
Оскільки досліджувана культура була виділена із грунту, де значна 
частина мікробної асоціації представлена саме актиноміцетами, очевидна її 
безпечність для довкілля. Нешкідливість штаму-продуценту Str. albus UN 44 
для людини також була показана (див. Додаток ).  
Враховуючи ці факти готовими формами препаратів для рослинництва 
були запропоновані суспензія культуральної рідини та сухий препарат 
культуральної рідини. Визначена концентрація клітин наприкінці 
культивування продуценту становила 108109 КУО/см3, що відповідає 
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середнім значенням концентрації клітин у аналогічних розробках [ ]. 
Тому, при отриманні препарату недоцільно концентрувати культуральну 
рідину додатково і з огляду на це, і з огляду на показану її 
рістстимулювальну активність при розведенні у 10-20 разів (див. табл. 5.5, 
5.6). 
Розроблена варіативна частина апаратурно-технологічної (рис. 5.19) 
схеми отримання препаратів для рослинництва показує послідовність етапів 
виробництва рідкої та сухої форм препарату Стрептофунгін-Фіто. Обрана 
назва препарату обумовлена антагоністичною дією комплексу антибіотиків 
Стрептофунгін щодо фітопатогенів (див. рис. 5.17).   
   
 
 
Рис. 5.19. Принципова апаратурно-технологічна схема отримання 
препарату Стрептофунгін-Фіто у вигляді суспензії (продукт І) та у 
гранульованому вигляді (продукт ІІ): 
1, 6, 8, 2 – дозатори, 2 – реактор для приготування та стерилізації поживного 
середовища, 3 – качалка для вирощування посівного матеріалу, 4 – інокулятор, 5 – 
ферментер, 7 – реактор, 9 - апарат для розливу, 10 – розпилювальна сушарка, 11 – 
гранулятор, 13 – пристрій для запаювання. 
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Дослідження стабільності культуральної рідини Str. albus UN 44 при 
зберіганні показало, що при температурі 4-10С концентрація вегетативних 
клітин продуценту знижується на 5-10%, а концентрація спор  в межах 
похибки. Также незначно знижується й концентрація літичних ферментів, що 
було показано й при розробці рідкої готової форми бактеріолізинів (див. рис. 
5.4). Тому, при отриманні рідкого препарату можливо не додавати 
стабілізатор або консервант, що є типовим для більшості аналогічних 
розробок.  
Однак, враховуючи отримані результати щодо позитивного впливу 
аеросилу на стабільність ферментів культури при розробці іммобілізованої 
форми препарату, а також дані літератури, які вказують на таку властивість 
аеросилу щодо клітин мікроорганізмів [ ], було запропоновано використати 
його у концентрації 0,5% як стабілізатор для готової рідкої форми препарату. 
Рідкий препарат Стрептофунгіну-Фіто може зберігатися впродовж 3-4 
місяців при температурі 4-10С в темному місці та використовуватися згідно 
з затвердженими рекомендаціями (Додаток  ).  
При отриманні сухого препарату внесення аеросилу у такій же 
концентрації (0,5%) перед висушуванням обумовить на наступній стадії 
можливість гранулювання продукту за рахунок склеюючих властивостей цієї 
речовини. Концентрація спор культури у готовому висушеному препараті 
складає близько 1 млрд. спор/г. Розфасований у поліетиленові пакети по 1-2 
кг гранульований препарат може зберігатися до 2 років при температурі до 
20С та перед використанням розводитися водою або поживною 
композицією для пришвидшення відновлення активності культури.  
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5.5. Принципова процесуальна схема поліваріантної біотехнології 
препаратів-антисептиків на основі  метаболітів Str. albus UN 44 
 
Представлені у Розділах 4 та 5 результати щодо встановлення наукових 
основ та технологічних параметрів отримання альтернативних готових форм 
препаратів-антисептиків з  Str. albus UN 44 були реалізовані в розробках схем 
та технологій їх виробництва, а також промислового регламенту, 
рекомендацій до застосування, патентів тощо. Технологія іммобілізованого 
бактеріолітичного препарату Циторецифен-М була впроваджена у 
виробництво на ДП «Ензим» (м.Ладижин, Вінницька обл.).  
Принципова процесуальна схема отримання різних форм препаратів 
(рис. 5.20) представляє можливості реалізації розробленої таким чином 
поліваріантної біотехнології на основі мікробних бактеріолізинів та 
антибіотиків.  
Особливістю та перевагою розробленої поліваріантної біотехнології 
препаратів-антисептиків є використання одного селекціонованого штаму, 
однакового оптимізованого поживного середовища, одних і тих же 
визначених умов культивування продуценту при отриманні всього вказаного 
спектру продуктів. Обгрунтовані, обрані та запропоновані способи та 
параметри процесів отримання готових форм препаратів після стадії 
виробничого біосинтезу передбачають використання у більшості варіантів 
одного і того ж обладнання (реактори, центрифуги, розпилювалі та ліофільні 
сушарки, дозатори та апарати для розливу).  
Все вказане дає змогу трансформації виробничого процесу на 
біотехнологічному підприємстві для отримання іншої форми (або форм) 
препарату (при змінах у попиті або з інших причин) без суттєвих витрат, 
адаптації нового продуценту, пошуку нових компонентів поживних 
середовищ тощо.   
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Разом з тим представлена поліваріантна біотехнологія дозволяє 
вибір форми готового антимікробного продукту відповідно до профілю та 
виробничої програми різних підприємств.  
Встановлена в ході дослідження здатність культури продуценту до 
синтезу не лише бактеріолізинів, а й антибіотиків обумовила розширення 
спектру готових препаратів. А різна хімічна природа цих метаболітів 
дозволила розробити спосіб отримання їх препаратів одночасно в ході одного 
виробничого циклу, що суттєво знижує їх собівартість.             
 
 
 
Рис. 5.20. Принципова процесуальна схема отримання альтернативних 
готових форм препаратів-антисептиків відповідно до розробленої 
поліваріантної біотехнології:  
На дану форму препарату отримано: * - рекомендації до застосування, ** - патенти на 
винаходи та корисні моделі,    *** - патенти на винаходи, корисні моделі; впровадження. 
 
Отримані на різних етапах реалізації поліваріантної біотехнології 
препарати-антисептики використовували на завершальному етапі роботи, де 
встановлювали їх ефективні концентрації та умови застосування в 
традиційних сферах, а також і в інших галузях.   
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РОЗДІЛ 6. ДОСЛІДЖЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ТА НАПРЯМКІВ 
ВИКОРИСТАННЯ РОЗРОБЛЕНИХ АНТИМІКРОБНИХ ПРЕПАРАТІВ 
 
Традиційно використання антисептичних препаратів повязують із 
лікувальними сферами медицини та ветеринарії. Значно мірою це дійсно так, 
тим не менш, напрямки застосування антимікробних препаратів постійно 
розширюються та включають різні галузі промисловості, сільське 
господарство та багато інших, що були визначені в ході огляду літератури 
(Розділ 1, п.1.4.). 
Зважаючи на відомий, встановлений різними дослідниками [    ], 
антимікробний спектр бактеріолітичного комплексу Str. albus (первісно Str. 
recifensis var. lyticus), що включає поширених представників патогенних 
культур, доцільним видавалося порівняти ефективність розроблених форм 
препаратів та дослідити нові аспекти їх використання.       
    
6.1. Аспекти ветеринарного та медичного застосування дослідних  
препаратів 
 
Поширення інфекційних захворювань людини та тварин, проблема 
дезинфекції лікарняного приладдя повязані з розвитком 
антибіотикорезистентності збудників інфекційних процесів та їх мінливістю 
під дією існуючих антисептиків. Дослідження нових 
субстанцій або комплексних антимікробних засобів є актуальним напрямком 
вирішення цих проблем. Тому на наступному етапі роботи встановлювали 
антимікробні спектри та ефективні дози розроблених форм препаратів, а саме 
іммобілізованого бактеріолітичного препарату Циторецифен-М, рідкого 
комплексного антисептику Цитал та його висушего його зразку, а також інших 
отриманих дослідних зразків. 
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6.1.1. Оцінка ефективності іммобілізованого препарату Циторецифен-М 
щодо основних груп мікробних патогенів 
 
На світовому ринку значаться десятки лікарських форм препаратів, що 
містять ферменти з протимікробною дією. Більшість з них створена на основі 
тваринних ензимів – трипсину та хімотрипсину. Частка іммобілізованих 
ферментних препаратів, однак, у загальному обсязі є незначною, що 
обумовлене складністю процесів та, насамперед, необхідністю встановлення 
оптимального способу та матеріалу для іммобілізації. 
На сьогоднішній день в Україні практично не зустрічаються 
повідомлення про іммобілізовані протимікробні ферментні препарати 
поверхневого використання, що застосовуються у медичній практиці, однак, 
інтенсивні розробки в цьому напрямку ведуться [196, 211, 214]. За наявною 
інформацією [192-194] препарати, що застосовуються для лікування 
інфекційних ран (в тому числі післяопераційних ускладнень) відносяться до 
антибіотиків (мікроцид, левоміцетин) та антисептиків різної хімічної природи 
(хлоргексидину біглюконат, перекис водню, фурацилін, діоксидин), що мають 
традиційні вади: розвиток антибіотикорезистентності штамів-збудників 
запальних процесів, нетривалість дії, обмежені терміни зберігання після 
порушення герметичності упаковки, слабка дегідратуюча дія та інше. 
У медичних та наукових виданнях визначається стратегія і тактика 
застосування нових антисептиків та дезінфектантів, що включає, в тому числі, 
застосування ферментних препаратів (хімотрипсина, терилітина, 
стрептокінази) [192, 203, 204].  Ці препарати викликають лізис некротизованих 
тканин, прискорюють очищення ран, а також посилюють дію інших 
протимікробних засобів. Тенденцією останніх розробок поверхневих 
антисептиків є створення комбінованих препаратів на основі протимікробних 
речовин різної природи та використання основи-носія, що надає додаткових 
переваг препаратам при використанні – адсорбцію надлишкових біологічних 
рідин, зручність при нанесенні, підвищену ефективність [192]. 
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Підставами для розгляду іммобілізованого препарату як потенційно 
ефективного лікувального засобу, окрім широкого антимікробного спектру 
ферменту, є позитивні якості обраного носія – аеросилу, що застосовується й 
як окремий препарат-сорбент [208- 210]. Тому, наступний етап роботи був 
присвячений встановленню ефективних концентрацій іммобілізованого 
препарату, порівнянню його ефективності та нативного препарату 
Циторецифен, а також дослідженню можливості використання його у складі 
комбінованих протимікробних засобів. На даному етапі роботі 
використовували дослідний стерильний ліофілізований зразок 
іммобілізованого препарату з активністю 100 тис. МО/г.  
Для встановлення ефективних концентрацій Циторецифену-М 
використовували музейні та клінічні тест-культури, що є представниками 
типової патогенної мікрофлори запальних процесів поверхневої локалізації. 
Визначення бактеріостатичної дії досліджуваних зразків проводили при 
вирощуванні тест-культур на м’ясо-пептонному бульйоні з різним вмістом 
препарату. Після інкубації зразки у відповідному розведенні висівали на 
чашки Петрі з МПА та підраховували кількість життєздатних клітин. 
Дані, наведені у табл. 6.1, свідчать, що ефективні бактеріостатичні 
концентрації препарату по відношенню до використаних тест-культур 
знаходяться в діапазоні 6-25 мг/см3, що дозволяє знизити кількість 
життєздатних клітин в середньому до 5 %. Найбільш стійким до дії препарату 
виявився клінічний штам E.coli  (20% виживання), найменш стійкими – штами 
Ps. aeruginosa (1-2% виживання).  Вища активність препарату визначається по 
відношенню до музейних культур, однак така різниця змінюється у різних 
діапазонах концентрацій та є не такою значною. Так, у концентрації 12,5 мг/см3  
ефективність препарату щодо Ps. aeruginosa та St. aureus є однаковою (1 та 
10% виживання, відповідно); різниця активності щодо вказаних культур 
відмічається при концентраціях препарату 6,25 мг/см3 та 25 мг/см3. У той же 
час, очевидна мінімальна різниця в ефективності препарату по відношенню до 
музейного та клінічного штамів стафілококу. 
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Таблиця 6.1 
Дослідження бактеріостатичної активності іммобілізованого препарату Циторецифен-М 
 
Концентрація 
ферменту, 
мг/см3 
Pseudomonas 
aеruginosa 
ATCC 27853 
(музейн.) 
Pseudomonas 
aeruginosa 
№ 222 
(клініч.) 
Escherichia 
 coli 
ATCC 25922 
(музейн.) 
Escherichia 
coli 
№4  
(клініч.) 
Staphylococcus 
aureus 
ATCC 25923 
(музейн.) 
Staphylococcus 
aureus  
№ 260  
(клініч.) 
Кл/см3 % Кл/см3 % Кл/см3 % Кл/см3 % Кл/см3 % Кл/см3 % 
75 108 100 108 20 107 10 5×106 100 108 100 108 100 
50 107 10 5×106 20 106 1 5×106 100 107 10 108 100 
25 107 10 106 2 5×106 5 106 20 5×106 5 107 10 
12,5 106 1 106 2 107 10 106 20 107 10 107 10 
6,25 5×106 5 107 20 5×107 50 106 20 108 100 108 100 
3,1 5×107 50 5×106 10 5×107 50 5×106 100 108 100 108 100 
Контроль 108 100 5×107 100 108 100 5×106 100 108 100 108 100 
 
Примітка: наведені середні значення концентрації клітин за результатами тестувань у 4-х повторах, Р0,05
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Наведені результати свідчать також, що бактеріостатична активність 
препарату зростає із збільшенням його концентрації лише у діапазоні 6-
25 мг/см3, а при подальшому її підвищенні до 50-75 мг/см3 ефективність 
препарату практично не визначається. Така закономірність є очікуваною, 
оскільки із підвищенням концентрації препарату в інкубаційній суміші 
одночасно підвищується й концентрація аеросилу (носія ферменту). Останнє 
призводить до підвищення густини суміші, а отже зниження дифузійних 
процесів та, очевидно, до екранування та стабілізації самих клітин тест-
культур. Вказані факти є відомими та висвітлені в науковій літературі [243-
245]. Тому, визначені закономірності дозволяють визначити ефективну 
бактеріостатичну концентрацію Циторецифену-М у діапазоні 6-20 мг/см3, а 
саме в середньому для всіх досліджуваних тест-культур - 10 мг/см3. 
На наступному етапі роботи проводили порівняльний аналіз 
бактеріостатичної дії нативного й іммобілізованого препаратів Циторецифен 
та антибіотику левоміцетин, а також можливість створення комбінованого 
антисептичного засобу. Тест-культури вирощували на МПБ у присутності 
нативного та іммобілізованого Циторецифену, іммобілізованого 
левоміцетину та суміші цих іммобілізованих препаратів у співвідношенні 1:1. 
Вирощування тест-культур з додаванням нативного Циторецифену 
призводило до зниження кількості мікроорганізмів на  63 та 60 %, а при 
використанні його іммобілізованої форми до 87 та 81 %  відповідно щодо 
E.coli та St.aureus по відношенню до контролю (табл. 6.2). Інкубація тест-
культур у присутності іммобілізованого левоміцетину призводила до 
виживання в середньому 1,5 % клітин. 
В досліді з додаванням аеросилу встановлено зниження кількості 
життєздатних клітин на 3-18 %, відповідно для E. coli та St. aureus, що може 
бути пов’язано із адсорбцією мікроорганізмів при даній його концентрації. 
При внесенні суміші іммобілізованих біопрепаратів кількість життєздатних 
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клітин коливалася в межах 1-2% і була меньшою, ніж при внесенні 
іммобілізованих препаратів окремо. 
 
Таблиця 6.2 
Визначення бактеріостатичної активності досліджуваних 
препаратів та їх комбінацій 
 
Зразок препаратів 
Відсоток  
життєздатних клітин   
E. coli   після 
інкубації з 
препаратами 
Відсоток 
життєздатних клітин 
St.aureus після 
інкубації з 
препаратами 
Циторецифен (нативний) 37 40 
Циторецифен-М 
(іммобілізований) 13 19 
Аеросил 97 82 
Іммобілізований 
левоміцетин 1,9 1,1 
Циторецифен-М+ 
Іммобілізований 
левоміцетин  (суміш) 
1,6 0,8 
Контроль 100 100 
Примітка: наведені середні значення концентрації клітин за результатами тестувань 
у 4-х повторах, Р0,05; Контроль – культури, вирощені на МПБ без додавання 
препаратів 
 
Отже, отримані дані вказують на підвищену практично вдвічі 
бактеріостатичну активність іммобілізованого препарату Циторецифен-М у 
порівнянні з нативними, а також на перспективність таких комбінованих 
протимікробних засобів. Висока протимікробна активність левоміцетину, 
очевидно, визначає його як ефективний антисептичний засіб, однак, 
антибіотикорезистентність мікробних патогенів значно обмежує тривалість 
його застосування одним пацієнтом. Останній недолік, що відсутній у 
ферментних препаратах такого спрямування, поряд із високою 
протимікробною активністю вказує на перспективність лікувального 
використання запропонованого комбінованого препарату.  
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При визначенні взаємного впливу антибіотиків та літичних ферментів 
показана ефективність їх сумісного використання при лікуванні поверхневих 
ран різної етіології та внутрішніх інфекцій. Причому, особливу дію 
справляють гідролітичні комплекси, що містять ферменти широкої 
специфічності: глюкозамінідази та амідази виявляють високу 
антибактеріальну активність, а протеази та протеїнази очищують рани від 
некротизованої тканини та сприяють грануляції поверхні. 
 
6.1.2. Визначення специфічності антимікробної активності препаратів 
Цитал та Стрептофунгін 
 
Враховуючи нові дані про локалізацію антибіотичних сполук  
культури Str. albus UN44 в роботі використовували дослідні зразки рідкого 
препарату Цитал (з активністю 25 тис. МО/см3), антибіотику Стрептофунгін 
(10 тис. ум. МО/г), а також висушений зразок екстракту біомаси та висушеної 
біомаси продуценту.  
Антимікробну дію рідкого антисептику Циталу та екстракту біомаси 
продуценту визначали модифікованим методом, що поєднує літичну дію 
ферментів та потенційну бактеріо/фунгістатичну дія антибіотику. Після 
інкубації суспензії тест-культур зі зразками впродовж 60 хв при 37С їх 
висівали на чашки Петрі, інкубували впродовж 24 год та підраховувати 
кількість колоній. Таким чином визначалася й здатність ферментів на 
першому етапі лізувати частину клітин й здатність антибіотику пригнічувати 
розмноження культур  при вирощуванні.     
Отримані дані (табл. 6.3) показали, що активність зразку рідкого 
препарату Цитал призводить до руйнування всіх груп тест-культур, в тому 
числі щодо C. albicans. Очевидний вияв комплексної дії бактеріолітичних 
ферментів та антибіотичної речовини, провідна антагоністична активність 
якої виявляється саме по відношенню до грибних культур [ ].  
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Відмітимо, що при визначенні літичної активності зразку фугату 
культуральної рідини (що і є основою рідкого препарату Цитал) раніше 
активність щодо дріжджів визначалася на мінімальному рівні. Це було 
повязано із методикою її визначення, що вразовувала лише безпосередньо 
лізис суспензії клітин, а не подальше пригнічення їх розмноження і таким 
чином зменьшення їх концентрації. Використаний модифікований метод 
показує комплексну дію присутніх у препараті речовин з різним механізмом 
антимікробної дії та ефективність Циталу при лікуванні поверхневих 
інфікованих ран шляхом їх промивання та/або накладання змочених 
розчином  серветок.       
Таблиця 6.3 
Протимікробна активність готових форм комплексного рідкого  
препарату Цитал та екстракту біомаси  Str.albus UN 44 
 
E. coli 
ATCC 25922 
St.aureus 
ATCC 6538 
 
Ps.aeruginosa 
ATCC 9027 
C.albicans 
ATCC 10231 
Концентрація тест-культури, кл/см3  
Цитал 
 
Контроль Цитал Контроль Цитал Контроль Цитал Контроль 
3900100 
 
4700110 240060 465085 4250105 4900120 246055 448088 
Екстракт 
біомаси 
Контроль Екстракт 
біомаси 
Контроль Екстракт 
біомаси 
Контроль Екстракт 
біомаси 
Контроль 
1205 1203 1305 1253 1305 1303 0 1205 
 
Аналіз протимікробної дії препарату на основі екстракту біомаси 
показав суттєву відмінність у спектрі активності та дозволив підтвердити  
також ендогенну локалізацію антибіотичної речовини культури. Екстракт 
біомаси штаму виявляє лише фунгістатичну активність, тому такий препарат 
має вузьку спрямованість, однак, зважаючи на складність лікування 
кандидозів, є перспективним для розробки та впровадження у медицині та 
ветеринарії.      
Результати дослідження бактеріо- та фунгістатичної активності 
препаратів антибіотику Стрептофунгін та сухої біомаси (що потенційно може 
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містити антибіотик) свідчать про високу фунгістатичну активність 
обох дослідних препаратів (табл. 6.4). Висока фунгістатична активність 
висушеної біомаси, обумовлена вмістом антибіотику, показує можливість її 
використання як окремого препарату. Очевидно, що при інкубації суспензії 
тест-культури з таким зразком, антибіотик дифундує в середовище і 
знаходиться в клітині у біологічно активному стані.  
Таблиця 6.4 
Бактеріо- та фунгістатична активність препарату Стрептофунгін та 
препарату біомаси Str.albus UN 44 
E. coli 
ATCC 25922 
St. aureus 
ATCC 6538 
 
Ps. aeruginosa 
ATCC 9027 
C. albicans 
ATCC 10231 
Концентрація тест-культури, кл/см3  
Біомаса 
 
Контроль Біомаса Контроль Біомаса Контроль Біомаса Контроль 
109  109 109 109 109 109 0 109 
Стрепто- 
фунгін  
Контроль Стрепто- 
фунгін  
Контроль Стрепто- 
фунгін  
Контроль Стрепто- 
фунгін  
Контроль 
106 109 106 109 103 109 0 109 
Примітка: наведені середні значення концентрації клітин за результатами тестувань 
у 4-х повторах, Р0,05 
 
Відсутність аналогічної дії щодо бактеріальних культур, що частково 
визначалося й при визначенні антагонізму культури методом радіальних 
підсіві на агаризованому середовищі (див. табл. 5.2), показує здатність до 
секреції з клітини саме фунгістатичних антибіотиків. Підтвердженням цього 
є бактеріостатична дія Стрептофунгіну, що є екстрактом антибіотиків і у 
такій готовій формі виявляє високу активність щодо пригнічення всіх 
застосованих бактеріальних тест-культур.  
Зазначимо, що низька активність щодо грамнегативних бактерій 
характерна й для препарату Цитал (див. табл. 6.3) і для Стрептофунгіну, що 
визначається руйнуванням до 30% клітин  E. coli. Натомість здатність до 
пригнічення росту поширеного представника раньової мікрофлори Ps. 
aeruginosa виявилася значно вищою у Стрептофунгіна, ніж комплексного 
препарату, де очевидно концентрація антибіотику значно нижча.   
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Аналізуючи наведені у табл. 6.3 і 6.4. дані, можна відмітити важливий 
показаний результат комбінованої дії комплексого рідкого препарату, що 
дозволяє при застосуванні не лише зруйнувати до 40-60% поширених 
збудників, а й пригнічувати подальше розмноження клітин, що залишилися. 
Перший ефект обумовлений дією ферментів у складі препарату, а другий – 
присутністю антибіотику з бактеріо-та фунгістатичною активністю. 
Встановлено здатність продуценту накопичувати антибіотик як в 
середині клітини, так і частково секретувати його екзогенно, що 
підтверджується антибіотичною активністю і комплексного рідкого 
препарату Цитал і препаратів з біомаси продуценту.  
Запропоновані нами готові форми препаратів-антисептиків можуть бути 
використані у ветеринарії, а при додаткових дослідженнях – у медицині та 
харчових технологіях (консервування тощо). Отримані результати є основою 
для визначення напрямків оптимізації технологічних режимів виділення 
антибіотику (екстрагування, сушки), концентрування та очищення препаратів 
для різних галузей.  
 
6.1.3. Дослідження впливу розроблених антисептиків на формування та 
руйнування мікробної біоплівки Pseudomonas aeruginosa 
 
На сьогоднішній день переважною більшістю мікробіологів визнано, що 
95-99% мікроорганізмів у природних та штучно створених оточуючих 
середовищах існує у вигляді структурованих, прикріплених до поверхні 
співтовариств – біоплівок [15,19,20]. 
Враховуючи деякі відмінності у визначеннях поняття «біоплівки» 
(biofilms), сформульованих різними авторами, у цих форм існування 
мікроорганізмів можна відмітити специфічні особливості, які дозволяють 
класифікувати їх як просторово та метаболічно структуровані співтовариства 
мікроорганізмів (бактерій, грибів та/або найпростіших), заключених у 
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міжклітинний полімерний матрикс, які формуються на границі розділу фаз 
[20]. 
В наш час загальноприйнятим вважається уявлення про те, що біоплівки 
розвиваються на будь-якому матеріалі, що контактує з рідиною, де 
гіпотетично можуть існувати мікроорганізми. Фактично будь-яка поверхня, 
як біогенного, так і абіогенного походження, колонізована мікроорганізмами, 
і, відповідно, на всіх цих поверхнях закономірно формуються біоплівки. 
Більш того, стосовно жодного виду бактерій не доведено існування лише у 
планктонному стані за різних можливих умов росту [15,22]. 
У відповідності до сучасних уявлень розвиток біоплівкових 
співтовариств розглядають як одну зі стратегій виживання мікробних агентів, 
як в оточуючому середовищі, так і в організмах інфікованих хазяїв [6-8]. Це 
пояснюється тим, що у біоплівки, як цілісної структури, наявні деякі 
інтегральні властивості, що не притаманні вільно існуючим клітинам. Так, у 
складі біоплівки спостерігається більш раціональне використання поживних 
субстратів, а також, що є найважливішим з точки зору практичної медицини, 
надзвичайно підвищена стійкість до антимікробних сполук [23,24]. Доведено, 
що бактерії та гриби в біоплівках виживають в присутності антибіотиків, 
доданих в кількостях, які в 500-1000 разів перевищують їх мінімальні 
пригнічуючі концентрації (МПК) [2,13,14].  
Тому, доцільним виявилося визначити вплив розроблених антисептиків 
не лише на суспензійні культури, а й на біоплівки патогенів. Для цього в 
роботі використовували клінічні штами Pseudomonas aeruginosa, виділені з 
ран у хворих з інфекціями області хірургічного втручання. Досліджували 
вплив препаратів Цитал (рідка і суха форма), а також іммобілізованого 
препарату Циторецифен-М на формування та руйнування вже сформованої 
біоплівки одного з найпоширеніших представників патогенів. Враховуючи 
встановлений вище (див. табл. 6.1) діапазон ефективних доз для вияву 
бактеріостатичної дії Циторефифену-М (6-25 мг/см3) в експериментах 
використовували максимальну концентрацію 25 мг/см3.  
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Дослідження здатності до формування  біоплівок мікроорганізмами 
проводили згідно з методиками Романової Ю.М. із співав. [  ]. Бактеріальні 
культури вирощували в триптиказосоєвому бульйоні при температурі 370 С . 
в плоскодонних планшетах для імуноферментного аналізу. Досліджувані 
препарати вносили в різні  сроки формування біоплівки: разом з мікробною 
масою (і інкубували 48 год),  після утворення біоплівки (через 48 год та 
інкубація з препаратом ще 24 год). Потім поживне середовище видаляли і 
фарбували клітини спиртовим розчином кристал віолету, відмиваючи 
наприкінці барвник. У відмиті від незв’язаної фарби лунки вносили етиловой 
спирт, залишали на 45 хвилин та визначали кількість сформованої біоплівки 
по інтенсивності забарвлення спирту  на  фотометрі при довжини хвилі 630 
нм.  
Встановлено, що досліджувані штами вже через 48 год  утворюють 
біоплівку від 0,56±0,035 од. (№ 233) до 0,18±0,015 од.  (№ 183) (рис. 6.1). 
Штами Ps. aeruginosa № 233 та № 430 утворювали біоплівку в 1,7 рази 
більшу протягом 72 год (0,99 ± 0,045 та 0,39±0,01 од., відповідно) (рис. 6.2), 
ніж за 48 год (р< 0,05). В той же час штами Ps. aeruginosa № 452 та № 183 за 
48 год і 72 год формували майже однакову кількість біоплівки. Це 
підтверджує той факт, що штами виділені навіть з однотипного біоматеріалу 
відрізняються за здатністю формувати біоплівку, а отже цей показник є 
штамоспецифічним.  
Вирощування тест-штамів разом з досліджуваними препаратами 
призвело до утворення значно меншої кількості біоплівки (рис. 6.1). Так  
штам № 430 в присутності Циталу сухого впродовж 48 год утворював 
біоплівку  меншу в 20,9 разів (0,011±0,005 од.), № 422 – в 9,6 р. (0,05±0,007 
од.), № 233 – в 6,7 р. (0,083±0,02 од.) та № 183 – в 3,6 р. (0,05±0,012 од.) (р< 
0,05). Циторецифен-М зменшував кількість біоплівки в 9,8 – 3,6 разів, а 
Цитал рідкий в 15,5 – 4,5 разів (р< 0,05) для різних штамів в порівнянні із їх 
вирощуванням без препаратів.  
Отримані дані свідчать, що всі досліджувані препарати-антисептики  
активно пригнічуюють утворення біоплівки всіх використаних клінічних 
штамів Ps. aeruginosa – в середньому у 8-10 разів. Показана 
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штамоспецифічна залежність активності препаратів вказує на доцільність 
індивідуального підбору препаратів при лікуванні пацієнтів. Очевидно, це 
стосується не лише розроблених та досліджуваних препаратів, а й загалом 
лікувальних антимікробних засобів.   
 
 
Рис 6.1. Кількісна оцінка біоплівок штамів Ps. aeruginosa, утворених 
за 48 год (контроль) без препаратів та з внесенням через 48 год препаратів: 
Циталу суха форма (Ц), Циторецифену-М, Циталу рідка форма (С) 
 
 
Рис 6.2. Кількісна оцінка біоплівок штамів Ps. aeruginosa, утворених 
за 72 год (контроль) без препаратів та з внесенням через 48 год препаратів: 
Циталу суха форма (Ц), Циторецифену-М, Циталу рідка форма (С)  
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При аналізі середнього значення кількості біоплівки, утвореної 
штамами Ps. aeruginosa впродовж 48 год у присутності досліджуваних 
препаратів не виявлено суттєвої різниці впливу між Циталом сухим, 
іммобілізованим препаратом Циторецифеном-М та рідкою формою Циталу 
(0,0485±0,015, 0,045±0,0065 та 0,0415±0,0045 од. відповідно) (р>0,05).  
Однією з важливих задач сучасної медицини є створення препаратів 
здатних не тільки запобігати утворенню мікроорганізмами біоплівок, але 
також і  здатних зруйновувати вже утворені біоплівки.  В зв’язку з цим  
однією із задач нашого дослідження було вивчення дії розроблених 
препаратів на вже сформовану протягом 48 год біоплівку. 
Встановлено (рис. 6.2), що при внесенні Циталу сухого через 48 год 
інкубації кількість біоплівки Ps. aeruginosa №233 при наступній 24 годинній 
інкубації зменшилась в 18 разів (0,055±0,01 од.), біоплівка штаму №183 
зменшилась в 4,6 разів (0,036±0,005 од.) в порівнянні зі штамами 
інкубованим 72 год без ферменту.  Циторецифен-М зменшував кількість 
біоплівки утвореної штамом № 233 в 16,8 разів (0,059 ± 0,005 од.), а 
біоплівку штама № 452 в 8,1 разів (0,058±0,005 од.). 
На перший погляд найбільший вплив на сформовану біоплівку чинив 
рідкий препарат Циталу, який зменшував в 28,3 разів кількість біоплівки 
штамк №233, в 22,4 рази  –  біоплівку штаму № 452, в 11,8 р. – біоплівку 
штаму № 183 та в 10,2 р. – штаму № 430.  
Але при аналізі середніх значень отриманих при дії препаратів на 
сформовану біоплівку встановлено, що за ефективністю впливу вони мало 
розрізнялись. Середні значення для сухого зразку Циталу, Циторецифену-М 
та Циталу рідкого складали 0,04725±0,0075, 0,044±0,0095 та 0,027±0,005 од. 
відповідно. Тому, можна говорити про високу ефективність всіх 
досліджуваних препаратів щодо біоплівок  Ps. aeruginosa. 
Вибір тої чи іншої форми розробленого антисептику для руйнування 
або запобігання утворення біоплівки обумовлений також його призначенням. 
Одною з проблем у медичній практиці на сьогодні є утворення біоплівок на 
поверхні медичних засобів багаторазового використання або таких, що 
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імплантуються в організм людини. У таких випадках, очевидним є вибір 
іммобілізованої форми препаратів, що мають пролонговану дію, а отже вищу 
ефективність. Тому, з використанням іншого штаму  Ps. aeruginosa  278, 
виділеного з біоплівки на пластикових медичних засобах, аналогічним чином  
досліджували ефективність іммобілізованого препарату Циторецифен-М.  
Наведені на рис. 6.3 результати вказують на високу ефективність 
препарату й щодо вказаного штаму, що виявляється як значним пригніченням 
формування біоплівки (рис. 6.3, б)), так і руйнуванням вже сформованої 
біологічної структури (рис. 6.3, в)).    
 
 
 
 
 
 
                       а)                                         б)                                   в) 
Рис. 6.3. Фотографія біоплівки Ps. aeruginosa 278 після фарбування 
утвореної: 
 а) протягом 48 год без ферменту (контроль), б) протягом 48 год в 
присутності Циторецифену-М, в) з внесенням Циторецифену-М через 48 год 
та подальшої інкубації 24 год 
 
 
Отже, на основі вищенаведеного можно стверджувати, що  всі 
досліджувані препарати є ефективними для запобігання утворення біоплівки 
Ps. aeruginosa, а також для руйнування вже утвореної біоплівки. Тому, можна 
рекомендували їх застосування при лікуванні інфікованих ран у ветеринарії 
та медицині (після проведення відповідних досліджень безпеки), а також для 
обробки багаторазового медичного інструментарію та приладдя, особливо 
таких, що не можуть бути піддані термічній стерилізації.   
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6.2. Розробка композицій побутових та промислових синтетичних 
мийних засобів з антисептичним ефектом 
 
Одним з напрямків використання ферментів є розробки композицій 
синтетичних миючих засобів (СМЗ) побутового і промислового призначення 
з вмістом нативних та іммобілізованих гідролаз різної специфічності [1]. 
Провідними виробниками галузі випускаються десятки найменувань вказаної 
продукції. Так, компанія Джонсон і Джонсон (США) випускає миючі засоби 
CIDEZYME, що містять протеїнази і призначені для очищення інструментів 
перед дезінфекцією або стерилізацією. 
Російський виробник, фірма DEZNET, розробила миючий засіб "Біолот" із 
вмістом протеолітичного ферменту, призначений для ручного і машинного 
миття медичного інструментарію. Інша російська компанія ЗАТ 
«Петроспірт» (Санкт-Петербург) є виробником засобу на основі амілази, 
протеази, ліпази (Еверлюкс-63) для запобігання утворенню біоплівок і 
ефективного очищення ендоскопів.  
 
6.2.1. Дослідження мультиензимних композицій для використання у 
складі мийних засобів 
 
Основними гідролазами, які використовуються у складі СМЗ є 
протеолітичні,  ліполітичні  та  амілолітичні ферменти,  що визначають 
широку специфічність миючих засобів. Бажані властивості таких засобів при 
застосуванні у лікарняних закладах (при пранні білизни, обробці 
інструментарію тощо) – антисептична дія, оскільки вказані матеріали часто є 
забрудненими, окрім біологічних рідин, й збудниками інфекційних 
захворювань.  
Розроблений мікробний бактеріолітичний іммобілізований препарат 
Циторецифен-М містить протеази, протеїнази, мурамідази, N-
ацетилглюкозамінідази, амілази [2, 3]. Це визначає  широку специфічність 
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препарату, з провідними бактеріолітичною та протеолітичною активностями, 
а отже, потенційну можливість застосування його у складі СМЗ з 
антисептичним ефектом. Додаткову актуальність дослідження визначає 
практична відсутність на ринку України таких засобів із вмістом ферментів 
вітчизняного виробництва.  
Тому наступним етапом роботи було встановлення впливу основних 
типових компонентів СМЗ на бактеріолітичну активність Циторецифену-М, 
взаємного впливу ферментів різної специфічності та розробка складу 
ензимних композицій для СМЗ. 
Оскільки подібні засоби, як правило, містять декілька ферментів різної 
специфічності, досліджували взаємний вплив ферментів, що можуть бути 
поєднані у складі СМЗ широкого спектру дії, а саме Протеази-С та 
амілолітичних препаратів Глюкозим L400 та Термозим L340. Визначали 
вплив співвідношення компонентів, температури та рН середовища на 
протеолітичну, літичну та амілолітичну активність композицій. 
Співвідношення ферментів у композиціях подані із розрахунку вказаного 
співвідношення вмісту білку у препаратах.   
Аналізуючи вплив компонентів та температури на літичну активність 
композиції Циторецифен-М + Протеаза-С + Глюкозим (Ц+П+Г) при рН=3,6 
(рис. 6.4) видно, що при температурі 37°С така композиція практично не 
виявляє літичної активності у порівнянні з контролем (індивідуальними 
ферментами). 
Це, очевидно, можна пояснити взаємним впливом протеїназ, що 
містяться також у комплексі Циторецифену-М, температурний оптимум яких 
37°С.  При температурі 55°С літична активність жодного варіанту 
композицій не перевищує активності Циторецифену-М, а оптимальне 
співвідношення ферментів відзначається у варіанті композиції № 6, у якому 
практично не відбувається зниження активності досліджуваного препарату. 
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 рН=8,5 
Рис. 6.4. Взаємний вплив ферментів Циторецифен-М (Ц), Протеаза-С (П) 
та Глюкозиму (Г) при різних температурах та рН на літичну активність їх 
композицій у співвідношеннях (Ц:П:Г) (Р0,05): 
№ 1: співвідношення 1:1:0,5         № 4: співвідношення 1:0,5:1 
№ 2: співвідношення 1:1:1            № 5:  співвідношення 0,5:1:0,2 
№ 3: співвідношення 0,5:1:1         № 6:  співвідношення 1:1:0,2 
 
При рН=8,5 та температурі 55°С Циторецифен-М  загалом знижує свою 
активність, а Протеаза-С, навпаки, виявляє підвищення літичної активності,  
а у сумішах, очевидно, вияв синергічного ефекту, причому навіть при 37°С.  
Оптимальним співвідношенням ферментів у даних умовах є композиція № 2 
та № 6. 
Порівнюючи дані залежностей літичної активності композицій при 
різних значеннях рН можна відмітити, що високий рівень активності 
відзначається при температурі 55°С та рН=3,6, а також при температурі 37°С 
та рН=8,5. В останньому випадку відмічається підвищення ЛА композицій по 
відношенню до окремих ферментів на рівні 5-7%, визначаючи синергічну дію 
компонентів. Лужне рН, характерне для СМЗ, та невисока температура 
(37°С), при якій виявляється достатня активність композицій, визначає 
перспективи їх використання у складі побутових та промислових миючих 
засобів з антисептичним ефектом. 
Досліджували взаємний вплив співвідношення компонентів та 
температури також на протеолітичну активність ферментної композиції 
Ц+П+Г. Наведені дані (рис. 6.5) свідчать про значний взаємний вплив 
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ферментів у вказаних співвідношеннях, що призводить до втрат 50% 
протеолітичної активності Протеази-С та Циторецифену-М.  
Очевидно, що протеолітичні ферменти даних препаратів руйнують 
білок та відповідно порушують структуру протеїназ, а отже, недоцільно 
поєднувати ці ферменти у композиції. Слід зазначити, що визначена в цих 
умовах протеолітична активність Циторецифену-М майже не поступається за 
рівнем Протеазі-С і використання препарату у складі СМЗ зможе забезпечити 
протимікробну та протеолітичну активність засобу. 
 
 
Рис. 6.5 Взаємний вплив ферментів Циторецифен-М (Ц), Протеаза-С (П) 
та Глюкозиму (Г) при різних температурах та рН на протеолітичну 
активність їх композицій у співвідношеннях (Ц:П:Г) (Р0,05): 
№1: співвідношення 1:1:0,5  
№2: співвідношення 0,5:1:0,2  
№3: співвідношення 1:1:0,2   
 
Вплив ферментного препарату Циторецифен-М на активність 
амілолітичних препаратів Термозим і Глюкозим встановлювали при 
визначених оптимальних умовах щодо досліджуваних композицій – 
температурі 37°С та рН=8,6. 
Отримані дані (рис. 6.6) свідчать про високий рівень амілолітичної 
активності Термозиму та Глюкозиму в композиціях та дозволяють відзначити 
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певні закономірності у взаємному впливі Циторецифену-М та амілаз. Так, 
амілолітична активність всіх композицій, крім № 1 (у співвідношенні 0,5:1), 
перевищує активність окремих препаратів, що вказує на синергічний ефект їх 
дії. Оптимальною, очевидно, є композиція Циторецифену-М з Глюкозимом у 
співвідношенні 1:1, при якій не лише зберігається активність амілази, а й 
підвищується в межах 5-10%. 
Слід відмітити, що у композиціях, де пропорційний вміст Термозиму 
був вищим (співвідношення Ц:Т = 0,5:1), спостерігалося деяке зниження 
амілолітичної активності.  
 
Рис. 6.5. Взаємний вплив ферментів Термозим (Т), Глюкозим (Г), 
Циторецифен-М (Ц) на амілолітичну активність їх композицій  Ц+Т (№ 1) 
та Ц+Г (№ 2) у вказаних співвідношеннях. (Р0,05). 
 
Наведені дані свідчать також про достатньо високий рівень 
амілолітичної активності Циторецифену-М, що визначається на рівні 
0,06 МО/см3 і сягає практично 50% визначеної активності амілаз. Це пояснює 
підвищення амілолітичної активності композицій та, очевидно, є свідченням 
широкої специфічності досліджуваного препарату та потенційною 
можливістю використовувати його у складі СМЗ й без додавання інших 
ферментних препаратів. Однак, при необхідності підсиленої специфічної дії, 
можуть бути використані композиції  Циторецифену-М + Протеази-С + 
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Глюкозиму (1:1:0,2) або Циторецифену-М + Глюкозиму (1:0,5), що 
виявляють високу активність при 37°С та рН=8,6 (характерним для СМЗ).  
Таким чином, досліджено взаємний вплив ферментів різної 
специфічності (амілаз та протеаз) та типових компонентів миючих засобів 
(сульфанолу, синтанолу) на бактеріолітичну активність препарату 
Циторецифен-М та встановлена можливість використання його у складі СМЗ 
з антисептичним ефектом.  Показано, що препарат може бути використаний 
як індивідуальна добавка до СМЗ, оскільки виявляє високу літичну та 
протеолітичну, а також значну амілолітичну активності. Визначена 
недоцільність поєднання його з протеїназами у композиціях з цільовою 
протеолітичної активністю. 
Визначені оптимальні співвідношення окремих ферментів, що можуть 
бути запропоновані у складі ензимних композицій, активних за оптимальних 
для дії СМЗ умовах (37-55 С та рН 8,6): Циторецифен-М + Протеаза-С + 
Глюкозим (1:1:0,2) та Циторецифен-М + Глюкозим (1:1 або 1:0,5) з цільовою 
літичною та амілолітичною активностями, відповідно.     
 
6.2.2. Визначення впливу типових компонентів мийних засобів на 
активність розроблених антисептиків 
 
Метою наступного етапу дослідження було встановлення впливу 
основних компонентів СМЗ на літичну (протимікробну) активність 
Циторецифену-М і розробка складу композиції порошкоподібного миючого 
засобу з антисептичним ефектом 
Аналіз складу сучасних порошкоподібних СМЗ показав, що найбільш 
використовуваними їх основними компонентами (що визначають миючу 
здатність) є наступні: поверхнево активні речовини (ПАР), карбонат натрію, 
цеоліт, карбоксиметилцелюлоза, сульфати. Асортимент додаткових 
компонентів, що вносять, як оптичні відбілювачі, ароматизатори, 
диспергатори є достатньо широким. 
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Для вирішення поставленої задачі готували розчини окремих 
компонентів СМЗ з додаванням досліджуваних ферментних препаратів та 
встановлювали літичну активність композицій, а також вплив компонентів на 
рівень активності нативних препаратів.   
В якості поверхнево активних речовин були обрані синтанол та 
сульфанол. Синтанол є біологічно м’яким неіоногенним ПАР, що дає мало 
піни і є стійким до жорсткості води. Зазвичай його використовують в якості 
активної основи у виробництві синтетичних миючих засобів 
(порошкоподібних, пастоподібних, рідких). В той же час сульфанол є 
аніонним ПАР і являє собою суміш натрієвих солей, він являється основним 
компонентом СМЗ для ручного прання.  
Встановлено, що при максимальній використаній концентрації (20 %) 
синтанолу та сульфанолу, залишкова літична активність (активність щодо 
контролю – ферментного препарату, 100 %) складає 88-90 %. Або іншими 
словами – зниження активності ферментів під впливом даних ПАР складає 
10-12 %  (рис. 6.6), що є незначним.  
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Рис. 6.6. Вплив поверхнево активних компонентів СМЗ на літичну активність  
ферментного препарату Циторецифен-М (Р0,05):: 
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Поверхнево активні речовини (в тому числі синтанол і сульфанол) 
застосовуються у складі СМЗ у концентраціях до 10 %, тому отримані дані 
вказують на відсутність негативного впливу таких концентрацій ПАР, а отже 
можливості комбінування їх з досліджуваними ферментними препаратами.    
Як типові компоненти СМЗ також досліджували карбонат натрію, 
цеоліт, карбоксиметилцелюлозу. У процесі прання карбонат натрію 
переводить жирові забруднення у розчин у вигляді натрієвих солей жирних 
кислот, тим самим підвищуючи миючу здатність СМЗ. Крім того, натрій 
карбонат здатен пом’якшувати воду, що також важливо в сучасних умовах. 
Карбоксиметилцелюлоза виконує важливу роль у складі СМЗ – 
запобігає повторному осадженню забруднень з води на поверхню тканини. 
Це зумовлено її антисорбційними властивостями, здатністю посилювати 
суспендуючу дію неорганічних електролітів і поліфосфатів, стабілізувати 
піну та знижувати зольність виробів із бавовни.  
Цеоліт має високі сорбуючими властивості, забезпечуючи адсорбцію та 
утримання забруднення різної природи. Таким чином, на основі аналізу 
складів пральних порошків та властивостей вищезазначених речовин, було 
встановлено можливі їх концентрації та функціональність у складі 
майбутнього СМЗ.  
Вплив даних речовин на літичну активність досліджуваного препарату 
наведений на рис 6.7. Найменшу негативну дію на активність препарату 
виявляє карбоксиметилцелюлоза   при 20 % її вмісту зниження активності 
препарату досягає 15%. В той же час така сама концентрація цеоліту та 
карбонат натрію дають падіння активності на 20 %, також відмічається більш 
стрімке падіння активності ферменту. 
Очевидно, такий вплив обумовлений частковою адсорбцією ферментів 
на поверхні досліджуваних компонентів СМЗ, а також частковою 
деформацією конформації молекул внаслідок зміни рН розчинів. Однак, 
встановлені залежності впливу основних компонентів СМЗ на активність 
ферментних препаратів дали змогу запропонувати склад композиції 
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порошкоподібнго СМЗ з антисептичним ефектом з вмістом Циторецифену-
М. Основу композиції склали: синтанол (5 %), сульфанол (12 %), карбонат 
натрію (15 %), цеоліт 4А (8 %), карбоксиметилцелюлоза (13 %), ферментний 
препарат (6 %). До складу композиції також увійшли компоненти, що 
надають додаткові властивості засобу, а саме сульфат натрію, силіконовий 
полімер, оптичні відбілювачі (тетраацетилендіамін), ароматизатори [  ].  
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Рис. 6.7. Вплив компонентів СМЗ на літичну активність  ферментного 
препарату Циторецифен-М (Р0,05):  
■  цеоліт; ●  карбонат кальцію; ♦ карбоксиметилцелюлоза. 
.  
Запропонована композиція рекомендована для прання білизни як у 
побуті, так для промислового застосування, в тому числі прання лікарняної 
білизни тощо.  
Для визначення ефективності розробленого СМЗ, як засобу з 
антисептичним ефектом, встановлювали літичну активність, зниження 
концентрації мікробної тест-культури та мийну здатність у рекомендованих 
для застосуваннях СМЗ концентраціях 15 мг/ см3 (табл. 6.5). За 100 % 
приймали мийну здатність порівняльного миючого засобу з вмістом 
ферментів та антисептичним ефектом. В якості порівняльного 
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порошкоподібного СМЗ був обраний відомий засіб, що містить ферменти за 
Патентом RU, № 2367684. Мийну здатність зразків визначали за ДСТУ 
2665:2012. 
 
Таблиця 6.5  
Характеристика розробленого порошкоподібного синтетичного 
миючого засобу 
 
Зразок 
порошкоподібного 
синтетичного миючого 
засобу 
 
Літична 
активність, 
МО/мг СМЗ 
Концентрація 
зруйнованих 
клітин 
St. aureus, 
млн.кл. / см3 
 
Миюча 
здатність, % 
Композиція  
з Циторецифеном-М  
 
13,0 
 
0,4 
 
108 
Порівняльний СМЗ 
(за RU, 2367684) 
 
4,0 
 
0,12 
 
100 
 
Отримані дані свідчать, що запропонована композиція 
порошкоподібного мийного засобу виявляє у 2,5-3 рази вищий 
антисептичний ефект, ніж у відомого засобу, що призводить до руйнування 
0,3-0,4 млн. клітин стафілококу у 1 см3 реакційної (пральної) рідини. При 
цьому, очевидно, за рахунок дії протеїназ та амілаз Циторецифену-М, що 
руйнують білкове та вуглеводне забруднення, на 8-10 % підвищується миюча 
здатність засобів.   
За результатами  досліджень отримано патенти України на корисну 
модель та винахід «Порошкоподібний синтетичний мийний засіб з 
антисептичним ефектом» (№  ) 
Перспективним напрямком досліджень є отримання інших 
модифікованих форм ферментного препарату Циторецифен-М з підвищеним 
вмістом протеїназ або амілаз, що дозволить створення композицій СМЗ з 
специфічною здатністю до видалення білкових або вуглеводних забруднень.  
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6.3. Використання ферментного препарату Цитал в альтернативних 
промислових процесах  
 
6.3.1. Розробка способів застосування препарату в процесах отримання 
харчових добавок та продуктів 
 
Одним з напрямків практичного застосування лізоензимів є отримання 
препаратів на основі структур мікробних клітин (фрагментів клітинних 
стінок тощо), що мають біологічну активність. Часто основою таких 
препаратів стають молочнокислі бактерії, що виявляють різноспрямовану 
імуномодулюючу дію в залежності від виду та використаного фрагменту 
пептидоглікану їх клітинної стінки [  ]. 
В наших попередніх дослідженнях була показана принципова 
можливість застосування ферментного комплексу Streptomyces albus UN44 
для отримання клітинних структур молочнокислих бактерій, як основи 
препаратів-імуномодуляторів [  ]. Розвитком таких досліджень стала селекція 
штамів молочнокислих бактерій з потенційно корисними біологічними 
властивостями, що могли бути використані не лише як лікарські засоби, а й 
як харчові добавки або продукти функціонального харчування. Відібрані 
таким чином штами Lactobacillus murinus LE  та Lactobacillus rhamnosus LB3 
були депоновані в Українській колекції мікроорганізмів (Додаток ) та 
досліджені у даній роботі для розробки харчових добавок з використанням 
отриманого дослідного лізоензимного препарату Цитал (Циторецифен). 
На першому етапі аналізували літичну здатність Циталу щодо різних 
видів молочнокислих бактерій для встановлення діапазонів його ефективних 
концентрацій. Розчин препарату (з активністю 250 тис. МО/г) вносили у 
суспензію клітин молочнокислих бактерій (4-5 млрд. кл./см3) в навантаженні 
10 МО/млрд. клітин та інкубували при 50-55С впродовж 30 хв. 
Представлені дані вказують на значний вплив виду і навіть штаму 
молочнокислих бактерій на ступінь їх деградації препаратом (рис. 6.8 ). Так, 
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найвищий рівень деградації суспензії (в середньому 45%) був відмічений 
щодо видів acidophilus, bulgaricus, delbrueckii, а чутливість двох штамів  L.  
acidophilus відрізнялася в межах 10%. Найбільш стійкими до літичної дії 
препарату виявилися вид rhamnosus та неідентифікований вид sp.  
 
 
 
Рис. 6. 8. Вплив видової приналежності молочнокислих бактерій на 
чутливість до літичної дії препарату Цитал 
 
Це свідчить про необхідність підбору ефективних концентрацій 
препарату у можливих процесах використання не лише щодо окремих родів 
мікроорганізмів, а й щодо виду або щодо найбільш стійкої культури. Серед 
селекціонованих для розробки харчових добавок штамів L. murinus LE  та 
L. rhamnosus LB3 більш стійким виявився останній (22% деградації), тому 
саме він надалі використовувався для підбору ефективних умов лізису.  
Враховуючи попередні результати, для визначення режиму отримання 
препарату клітинних структур L. rhamnosus LB3 використовували підвищене 
навантаження препарату (30 МО/млрд. клітин) та тривалість процесу. Окрім 
цього вихідна концентрація клітинної суспензії також була збільшена для 
отримання препарату (лізату) максимально можливої концентрації.  
Максимальною вихідною концентрацією суспензії L. rhamnosus LB3, 
що може бути використана для отримання практично 100% лізату клітин є 40 
млрд./см3 (рис. 6.9 ). Такий результат досягається через 90 хв інкубації та не 
змінюється при подовженні процесу. При підвищенні вихідної концентрації 
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культури вдвічі за цей же час досягається 80% деградації суспензії. 
Подальше підвищення вихідної концентрації лактобацил є недоцільним, 
оскільки, очевидно, висока густина суспензії гальмує доступ ферментного 
препарату до всіх клітин, що і зумовлює низький відсоток деградації не лише 
наприкінці процесу (що б свідчило про нестачу ферменту), а й з початку 
інкубації.  
 
 
 
Рис. 6. 9. Вплив вихідної концентрації клітин L. rhamnosus LB3  
на рівень деградації суспензії 
 
Тому, для отримання препаратів харчових добавок на основі лізатів L. 
rhamnosus LB3 доцільно використовувати клітинну суспензію з вихідною 
концентрацією клітин в діапазоні 40-60 млрд./см3, а для отримання 70-80% 
лізатів вона може бути підвищена до 80-100 млрд./см3. Такі дані були 
визначені для процесу, що проводили при оптимальній для дії лізоензимів 
препарату температурі – 50-55С [  ].  
Показана вище залежність чутливості культур до дії ферментного 
препарату від їх виду могла виявлятися й щодо температурних режимів. 
Тому аналізували також вплив температури на чутливість L. rhamnosus LB3 
при інкубації у встановлених умовах – вихідна концентрація клітин 50 
млрд./см3, навантаження ферменту 30 МО/млрд. клітин, тривалість 60 хв. 
Загалом оптимальна температура дії ферменту визначала 
максимальний ефект деградації суспензії (90%), однак підвищення її до 60 С 
знижує  цей відсоток до 80 (рис. 6.10). Враховуючи значення різниці 
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температури навіть у декілька градусів для економічних показників у 
промислових процесах, можна визначити оптимальний температурний 
режим лізису як 45-50 С.   
 
 
 
Рис. 6. 10. Вплив температури на рівень деградації суспензії  
L. rhamnosus LB3   
 
На основі отриманих даних, щодо умов отримання клітинних структур 
селекціонованого штаму L. rhamnosus LB3 з використанням дослідного 
препарату, розроблено спосіб отримання харчових добавок, який 
впроваджено на підприємстві ТОВ «Міріммунофарм» (Додаток Н). Cпосіб 
передбачає внесення у суспензію клітин молочнокислих бактерій розчину 
ферменту, перемішування та витримку до повного або часткового 
руйнування клітин при наступному режимі: концентрація молочнокислих 
клітин в діапазоні 50-100 млрд./см3, навантаження ферменту у реакційному 
середовищі 30 од/млрд. клітин, витримка впродовж  60 хв. при температурі  
40-50 С.   
Запропонований спосіб дозволяє, змінюючи режими гідролізу клітин у 
вказаних діапазонах, корегувати ступінь лізису клітинної стінки лактобацил 
(60-95%) і отримувати лізати з різним рівнем біологічної активності та 
специфічності. Це, у свою чергу, визначає можливість виробництва 
дієтичних харчових добавок із різним спектром біологічної дії та розширення 
асортименту продукції підприємства.  
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Аналіз літератури та специфічності ферментів, що застосовуються у 
різних харчових технологіях [ ], показав перспективи використання 
розробленого препарату Цитал в хлібопекарному виробництві при 
приготуванні тіста.  
Застосування у сучасному хлібопеченні поліпшувачів обумовлено 
рядом причин, в тому числі: нестабільною якістю борошна, розширенням 
асортименту хлібобулочних виробів зі зміненим хімічним складом та більш 
подовженим терміном зберігання, застосуванням прискорених і «холодних» 
способів приготування тіста, застосуванням нового обладнання з 
інтенсивним механічним впливом на тісто тощо. Серед поліпшувачів широко 
використовують ферменти мікробного походження, зокрема протеазу, 
амілазу, геміцелюлозу, ліпазу. Ферментні поліпшувачі сприяють дозріванню 
тіста, дозволяють знизити витрати цукру, що в цілому покращує якість 
вироблених хлібобулочних виробів.  
Відомо, що для збереження високої активності ферментних препаратів, 
вони зберігаються, як правило, у вигляді порошків. Однак, внесення добавок 
у сухому вигляді у тісто створює такі проблеми, як розпорошування, що 
призводить до викликання алергічних реакцій у робітників підприємства, 
втрати ферменту та недотримання заданої пропорції [1]. У зв’язку з цим, на 
самому підприємстві по виготовленню хлібопекарських виробів перевага 
надається технології, що передбачає підготовку рідкого поліпшувача для 
введення до хлібопекарської суміші.    
Висока протеолітична активність дослідного препарату Цитал, а також 
показана присутність амілаз у складі ферментного комплексу (див. рис. 6.5) 
стали підставами для дослідження можливості його використання для 
приготування рідкого поліпшувача для тіста. Перевагою препарату є 
комплекс ферментів, що виключає необхідність попереднього приготування 
композиції окремих ферментних препаратів, а бактеріолітична дія може бути 
додатковим фактором пригнічення бактеріальної мікрофлори та розвитку 
дріжджів у тісті.  
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В досліді використовували розчин препарату Цитал з амілолітичною 
активністю 0,05 МО/ см3 і протеолітичною активністю 0,3 МО/см3. Для 
диспергування препарату використовували питну воду температурою 15-25 
ºС. Отриманий розчин нагрівали до температури 30-40ºС і вводили в тісто, 
що містить борошно і дріжджі та інші інгредієнти за рецептом. Розчин 
препарату вносили у тісто у кількості, що відповідає концентрації 
ферментних поліпшувачів, що застосовуються в таких процесах [ ].  
 З приготовленого за стандартною рецептурою та технологією тіста 
формували хлібобулочні вироби, випікали та аналізували їх якість згідно 
показників, зазначених в ДСТУ 4583:2006 «Хліб із житнього і пшеничного 
борошна. Загальні технічні умови».  
Визначені органолептичні показники дослідних зразків хлібобулочних 
виробів практично не відрізнялися від контрольних та мали більш приємний 
смак (табл. 6.6), що, очевидно, визначалося деякими змінами фізико-хімічних 
характеристик виробів. Загалом дослідні вироби мали мали правильну форму 
з опуклою верхньою кіркою без напливів, м’якиш має рівномірну тонку 
пористість без пустот, добре пропечений, не липкий, не вологий, еластичний. 
Аромат свіжий, яскраво виражений. 
 
Таблиця 6.6 
Показники якості хлібобулочних виробів, вироблених з додаванням 
поліпшувача (розчину препарату Цитал) 
Зразки 
виробів 
(по 10 шт.) 
Органолептичні показники Фізико-хімічні показники, 
% 
Аромат Смак Поверх-
ня 
Відхилен-
ня маси 
Порис-
тість 
Воло-
гість 
Дослідні 
 
 
Свіжий  
Збалансо-
ваний, 
приємний  
гладка, 
без 
напливів 
 
3 
 
552 
 
482 
Контрольні 
 
 
Свіжий 
Збалансо-
ваний 
гладка, 
без 
напливів 
 
3 
 
651 
 
442 
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Визначені відмінності фізико-хімічних показників стосувалися 
підвищення пористості виробів на 7% та меньш суттєвого зниження 
вологості (на 4%). Величина пористості характеризує оптимальне 
проходженя процесів при вистоюванні тіста та визначає якість готового 
виробу. Висока вологість хліба є причиною швидкого псування внаслідок 
розвитку пліснявої інфекції, тому зниження вологості у дослідних зразках 
також позитивно впливає на якість продукту.      
Приготована партія рідкого поліпшувача на основі Циталу може 
зберігатися перед безпосерднім використанням впробовж 2-3 діб при 
температурі 4ºС, тому не потрібно готувати його (зважувати, диспергувати) 
перед кожним замісом тіста. Це дозволяє спростити технологію 
приготування рідкого хлібопекарського поліпшувача та технологію 
виробництв загалом, що підвищує ефективність виробництва хлібобулочних 
виробів. Запропонований спосіб детально викладено у Патенті на корисну 
модель [ ], а використання досліджуваного препарату дає змогу покращити 
якість хлібобулочних виробів за рахунок оптимізації ферментативних 
процесів при вистоюванні тіста. 
 
 
6.3.2. Принципи застосування дослідного ферментного препарату Цитал в 
процесах текстильних виробництв 
 
Принципово ферменти можуть бути застосовані на всіх стадіях обробки 
тканин, що проходять у вологому середовищі. Заміна окремих класичних 
процесів технології на процеси з участю ферментів є одним з найбільш 
досліджуваних у відношенні до натуральних волокон, целюлози (особливо 
котону) та бавовни, шовку [   ]. Недоліком відомих хімічних складів для 
м'якшення, використовуваних у процесах фінішної обробки, є відсутність 
довготривалого ефекту, а також можливість алергічних реакцій та додаткове 
забруднення відходів виробництва.     
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У фінішних процесах виробництва тканин одержав поширення метод 
біополірування поверхні, тобто ферментативне видалення поверхневих 
фібрил волокон; альтернативою хлоруванню вовни є використання ферментів 
ліпаз і протеаз. Ферментативна обробка також зменшує і навіть усуває 
неприємний ефект поколювання довгих волокон вовняних матеріалів [ ].  
Тим не менш, вказані процеси продовжують удосконалюватися, 
оскільки ферментативна обробка впливає на міцність волокон завдяки 
високій та недостатньо контрольованій активності ферментних препаратів. 
Основна проблема такої обробки волокон є небажаний розрив частини 
молекулярних звязків та відповідно зниження міцності тканини.  
Зважаючи на вміст в дослідному препараті Цитал протеолітичних 
ензимів, які використовуються в розробках альтернативних методів 
шліфовки у виробництві тканин, досліджували даний аспект практичного 
застосування препарату. Як препарат порівняння, щодо впливу на різні типи 
тканин, використовували дослідний зразок целюлолітичного препарату з  
Laetiporus  sulphureus 1518 активністю 60 МО/г білку [ ]. Зразки тканин 
занурювали у розчини ферментів та витримували при різних температурах, 
після чого у цих розчинах визначали вміст редукуючих цукрів, що вказувало 
на ступінь деградації ферментами зразків.  
Отримані результати (табл. 6.7) вказують на відмінність у дії 
ферментних препаратів різної специфічності, однак виявляють вплив 
досліджуваного препарату на різні типи тканин.  
Препарат целюлаз очікувано виявляє вищу активність щодо 
руйнування всіх типів тканин, про що свідчить вміст у реакційному  4,46,9 
мкмоль/см3  редукуючих речовин, причому вища його активність виявляється 
при температурі 40С.  
У ферментному комплексі препарату Цитал целюлази не були 
ідентифіковані, тому поява редукуючих речовин, очевидно, може бути 
повязана з утворенням фрагментів різного складу (внаслідок дії протеїназ)та 
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відповідною ідентифікацією кінцевих груп. Однак, можлива також 
комбінована дія й інших ензимів комплексу, що приводить до руйнування  
звязків у тканинах. Так, максимальний ефект деградації виявляється при дії 
препарату на волокна бавовни (3,9 мкмоль/см3 ), а також на готові тканини, 
що містять бавовну. 
Таблица 6.7  
Рівень деградації текстильних матеріалів препаратом Цитал та  
целюлолітичним препаратом-порівняння 
Текстильний матеріал 
Препарат целюлаз  Препарат Цитал 
+40С +50С +40С +50С 
Концентрація редукуючих речовин, 
мкмоль/см3 
Віскоза-бавовна-лайкра 
(тканина) 6,90,34 5,50,75 1,70,07 2,80,10 
Віскоза-льон (тканина) 
 5,70,24 6,00,44 1,00,02 1,50,09 
Вовна (тканина) 
 4,40,29 5,50,31 1,60,08 1,70,06 
Бавовна (тканина, 
щільність 275 г/см3) 6,30,86 5,60,60 1,30,21 2,00,06 
Бавовна (тканина,  
щільність 222 г/см3) 6,10,65 5,90,50 1,20,21 2,80,09 
Бавовна (волокна) 
 5,70,19 4,50,21 1,80,21 3,90,12 
 
Бавовняна тканина вищої щільності (275 г/см3) складніще піддається 
деградації, ніж більш тонкий зразок (222 г/см3).  Вища активність Циталу при 
температурі 50С підтверджує припущення про комбіновану дію всього 
комплексу ензимів препарату, оскільки оптимум дії власне протеолітичних 
ферментів 37-40С. 
Результати скануючої електронної мікроскопії зразків бавовни до та 
після ферментативної обробки (рис. 6.11) дозволяють візуалізувати вплив 
ферментів на поверхню окремих волокон. Вихідний зразок тканини (рис.6.  , 
а)) містить чисельні нерівності на поверхні волокон, що помітно навіть при 
 254 
меньшому збільшенні на фото. Оброблені використаними препаратами 
зразки (рис. 6. , а), б)) практично не відрізняють і мають більш гладку 
поверхню волокон. 
 
   
а) б) в) 
 
Рис. 6. 11. Скануюча електронна мікроскопія вихідного зразку бавовни (а) та  
оброблених препаратами целюлази (б) та Цитал (в). 
Маштабні відрізки дорівнюють: 20 мкм (а) і 50 мкм (б, в). 
 
Це свідчить про ефективність застосування целюлаз для полірування 
тканин, а також показує ефект комбінованої дії ензимів препарату Цитал на 
фібрили бавовни.  
Отримані на даному етапі дослідження результати, очевидно, не 
дозволяють визначити способи та режими застосування дослідного 
препарату Цитал у фінішних текстильних процесах, але показують 
перспективний напрямок його промислового застосування.     
Таким чином, представлені у даному розділі результати показали 
високу ефективність розроблених антисептиків Цитал, Циторецифен та 
інших зразків  не лише щодо окремих мікробних клітин поширених 
патогенів, а й щодо пригнічення та руйнування їх біоплівок.  
Стабільність отриманого іммобілізованого препарату Циторецифен-М 
дала змогу розробити та запатентувати ефективний СМЗ з антисептичним 
ефектом, а запатентований спосіб застосування препарату Цитал може бути 
рекомендований для харчових технологія та отримання дієтичних добавок.   
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6.4. Економічна оцінка виробництва запропонованих препаратів-
антисептиків 
 
Річний випуск продукції (бактеріолітичного ферментного препарату) 
складає 2700 кг/рік. 
З огляду на специфіку проведення біосинтезу проектом передбачається 
безперервний режим роботи підприємства. Розраховуємо проектну 
продуктивність праці підприємства: 
ПП = М / Т = 2700/ 365 діб = 7,4 кг/добу, 
де М – загальна запланована потужність цеху, кг/рік; Т – тривалість 
календарного року, днів. 
 
 Розрахунок ефективного фонду робочого часу цеху 
 
З урахуванням того, що підприємство працює безперервно, календарний 
фонд робочого часу становить: 
Тк = 365 × 24 = 8760 год/рік. 
Основна характеристика режиму роботи, а також річний фонд робочого 
часу підприємства наведено в таблиці 6.4.1 
Таблиця 6.4.1 
Річний фонд робочого часу підприємства 
Показник 
Норма робочого 
часу 
Календарний фонд робочого часу підприємства, діб 365 
Тривалість робочого дня підприємства, год 24 
Календарний фонд робочого часу підприємства, год 8760 
Час простою у планово-попереджувальних ремонтах 
протягом року, год 
Тпр = 400? 
(див. табл. 6.5) 
Річний фонд робочого часу підприємства, год Теф = 8760 - Тпр 
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Розрахунок вартості сировини, матеріалів та напівпродуктів 
 
Розрахунок витрат сировини, матеріалів, напівпродуктів базується на 
нормах витрат, встановлених галузевими нормативами, стандартами та 
технологічним регламентом підприємства. Результати розрахунків наведені в 
табл. 6.4.2  
Таблиця 6.4.2 
Розрахунок вартості сировини, матеріалів та напівпродуктів 
№ Сировина та матеріали, грн 
Кількість, 
од. (за рік) 
Ціна, 
грн/од. 
Сума витрат 
за рік, грн 
1 
Основна сировина: 
– поживне середовище 
– фенілоцтова кислота 
– іммобілізована 
пеніцилінацилаза 
– крохмаль 
картопляний 
– стеарат кальцію 
– етикетки 
– інструкції медичного 
застосування 
– плівка ПВХ 
– фольга алюмінієва 
– пачки картонні 
 
200 м3 
900 кг 
300 кг 
 
2500 кг 
1500 кг 
2000 шт 
1 200 000 шт. 
 
100 кг 
200 кг 
1 200 000 шт. 
 
5500 грн/м3 
75 грн/кг 
1500 грн/кг 
 
13 грн/кг 
82 грн/кг 
0,5 грн/шт 
1 грн/шт 
 
60 грн/кг 
75 грн/кг 
2 грн/шт 
 
 
1100 000 
67 500 
450 000 
 
32 500 
123 000 
1000 
1 200 000 
 
6000 
15 000 
2 400 000 
2 
Допоміжні матеріали: 
– миючий засіб 
– етиловий спирт 
– перекис водню 
– кислота сірчана 
– кислота соляна 
– натрію гідроксид 
– бутилацетат 
– натрію карбонат 
 
500 кг 
1000 л 
1000 л 
2000 л 
500 л 
500 
90 000 
450 
 
10 грн/л 
40 грн/л 
20 грн/л 
30 грн/л 
45 грн/л 
7 грн/кг 
25 грн/л 
10 грн/кг 
 
5000 
40 000 
20 000 
60 000 
22 500 
3500 
2 250 000 
4500 
3 Інше - - 1 000 000 
 Разом - - 8 800 500 
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Розрахунок вартості палива та енергії на технологічні потреби 
Заплановану до споживання кількість електроенергії розраховують за 
формулою: 
Еф = (Мц × Теф × Кпот) / Кпоп, 
де Мц – установлена максимальна потужність одиниці обладнання, кВт/год; 
Теф – ефективний час роботи обладнання, год; Кпот – коефіцієнт збільшення 
потужності обладнання; Кпоп – коефіцієнт попиту на електроенергію. 
Розрахунок потреби в електроенергії для забезпечення технологічних 
процесів наведений в табл. 6.4.3 
Таблиця 6.4.3 
Розрахунок потреби в електроенергії на технологічні потреби 
Обладнання 
К
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ть
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га
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ти
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ек
тр
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не
рг
ії,
кВ
т/
рі
к 
Інокулятор 1 25 0,9 1,1 30,6 8360 255 816 
Ферментер 1 35 0,9 1,1 42,8 8360 357 808 
Барабанний вакуум-фільтр 1 4,1 0,9 1,1 5 8514 42 570 
Сепаратор 4 5 0,9 1,1 24 8360 200 640 
Реактор 6 15 0,9 1,1 110 8360 919 600 
Центрифуга 1 2,5 0,9 1,1 3,1 8514 26 015 
Гранулятор 2 2,2 0,9 1,1 5,4 8514 45 976 
Сушарка  1 5,1 0,9 1,1 6,2 8360 51 832 
Пакувальна машина 1 4,4 0,9 1,1 5,4 8360 45 144 
        
Разом - - - - - - 1945401 
Невраховане 
електрообладнання 
- - - - - - 313 872 
Усього 2 259 273 
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Розрахунок вартості електроенергії проводимо шляхом множення 
розрахункової кількості електричної енергії на її заводську собівартість. 
Вартість спожитої енергії розраховують за одноставковим тарифом: 
Те = Еф × Се = 2 259 273 × 1,49 = 3 366 317 грн, 
де Се – ринкова вартість електроенергії, грн./кВт. 
Заводську собівартість електроенергії розраховуємо за формулою: 
Се = (Те + Ре) / Еф × Квт = (3 366 317 + 40 000) / (1 864 000 × 0,95) = 1,92 
грн/кВт,  
де Те – вартість спожитої електроенергії, грн.; Ре – витрати на утримання 
заводського енергогосподарства, грн./рік; Еф – запланована до споживання 
електроенергія, кВт/рік; Квт=0,95 – коефіцієнт втрат в електромережі. 
Потреби у питній, побутовій воді та тепловій енергії для опалення 
обумовлені санітарними нормами і правилами. Інші види енергоносіїв на 
підприємстві не використовуються. Повна вартість енерговитрат наведена в 
таблиці 6.4.4. 
Таблиця 6.4.4 
Розрахунок вартості енерговитрат 
Енергоносій Витрати, од. Ціна, грн./од. 
Сума 
витрат за 
рік, грн 
Електроенергія для 
обладнання 
2 259 273 кВт/рік 1,92  
4 337 
804 
Електроенергія для 
освітлення 
429 025 кВт/рік 1,92 823 728 
Вода питна, м3 17 350 8,69 150 800 
Пара насичена, Гкал 300 1576 472 800 
Всього 
5 785 
132 
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Розрахунок основної та додаткової заробітної плати виробничих 
працівників із нарахуваннями 
 
Фонд заробітної плати виробничих працівників розраховують, виходячи 
з їх чисельності за списком, тарифного розряду, тарифної ставки, кількості 
робочих днів, відпрацьованих одним працівником протягом року з 
урахуванням режиму роботи підприємства.  
Розрахунок річного часу роботи підприємства наведено у таблиці 6.4.5 
З урахуванням режиму роботи підприємства розраховуємо режим 
роботи одного працівника. Згідно з відомчими нормами технічного 
проектування режим роботи працівника характеризується 7-годинним 
робочим днем та 8-годинною робочою зміною в умовах безперервного 
робочого тижня. 
Графік змінності основних виробничих працівників наведено у табл. 
6.12. 
Таблиця 6.12 
Графік змінності основних виробничих працівників 
Номер 
бригади 
Число поточного місяця / порядковий номер зміни 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 … 
І бригада 1 1 1 1 В 2 2 2 2 В 3 3 3 3 В В 1 … 
ІІ бригада В 2 2 2 2 В 3 3 3 3 В В 1 1 1 1 В … 
ІІІ бригада 2 В 3 3 3 3 В В 1 1 1 1 В 2 2 2 2 … 
IV бригада 3 3 В В 1 1 1 1 В 2 2 2 2 В 3 3 3 … 
 
Виробничі працівники працюють в 3 зміни: 
1 зміна: 07:00-15:00; 
2 зміна: 15:00-23:00; 
3 зміна: 23:00-07:00. 
Виходячи з режиму роботи працівника та режиму роботи підприємства, 
розраховуємо річний фонд робочого часу одного працівника. Результати 
розрахунків наведені в табл. 6.13. 
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Таблиця 6.13 
Режим роботи та річний фонд робочого часу одного працівника 
Показник 
Тривалість, діб/рік  
(в умовах безперервного 
режиму, тривалості роб. 
дня 7 год, роб. зміни 8 год) 
Календарний час роботи підприємства, днів 365 
Неробочі дні з розрахунку на одного працівника: 
- вихідні 
- святкові 
 
91 
- 
Номінальний фонд робочого часу, днів 274 
Цілоденні невиходи на роботу, днів: 
- основна відпустка 
- хвороби 
- декретна відпустка 
- виконання державних обов’язків 
- інші невиходи 
 
18 
7,5 
4 
1 
0,5 
Час роботи одного працівника, днів 243 
 
 
Розрахунок чисельності працівників проводять на підставі норм 
виробітку та норм обслуговування обладнання в умовах повного 
завантаження робочих місць. 
Ефективний фонд робочого часу робітника 1-го розряду в нормальних 
умовах праці протягом року становить: 
Теф
р = 243 × 8 = 1944 год/рік, 
де 243 – кількість днів роботи одного працівника в нормальних умовах праці 
протягом року (табл. 6.13); 8 – тривалість робочої зміни працівника в 
нормальних умовах праці, год/добу. 
Розраховуємо тарифну ставку: 
ТС = (1378 × 12) / 1944 = 8,5 грн/год, 
де ТС – тарифна ставка 1-го розряду, грн./год; 1378 – мінімальний розмір 
заробітної плати в Україні на момент проведення розрахунків, грн/міс.; 12 – 
кількість місяців у календарному році; 1944 – ефективний фонд роботи 
працівника протягом року, на який проводяться розрахунки, год/рік. 
Заробітна плата виробничого персоналу не може бути меншою за 
мінімальну, а також повинна враховувати розрядність робіт (табл. 6.14). 
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Таблиця 6.14 
Тарифна сітка підприємства 
Розряд 1 2 3 4 5 6 
Коефіцієнт 1,0 1,1 1,2 1,4 1,6 1,8 
ТС, грн/год 8,5 9,35 10,2 11,9 13,6 15,3 
 
Розрахунок чисельності робітників цеху та фонду оплати праці наведено 
в табл. 6.15.   в кінці файлу 
Річний фонд заробітної плати інженерно-технічного персоналу 
розраховують на підставі місячних окладів. Розмір окладів не повинен бути 
меншим за мінімальний розмір заробітної плати в Україні. 
Розрахунок фонду оплати праці інженерно-технічного персоналу та 
службовців наведено в таблиці 6.16. 
Таблиця 6.16 
Річний фонд заробітної плати інженерно-технічного персоналу та 
службовців 
Посада 
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Керівний склад: 
Начальник цеху 1 12 000 1 200 13 200 158 400 59 400 
Технолог цеху 1 10 000 1 000 11 000 132 000 49 500 
Інженер-механік 1 9 000 900 9 900 118 800 44 550 
Майстер 4 8 000 800 8 800 105 600 39 600 
Інженер з охорони праці 1 9 000 900 9 900 118 800 44 550 
Молодший персонал обслуговування: 
Комірник 1 8 000 800 8 800 105 600 39 600 
Прибиральник 
виробничого приміщення 
2 4 000 400 4 400 52 800 19 800 
Прибиральник службових 
приміщень 
1 4 000 400 4 400  52 800 19 800 
Вантажник 1 4 000 400 4 400 52 800 19 800 
Всього 1 267 200 475 200 
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Розрахунок витрат на утримання та експлуатацію обладнання 
Витрати на утримання та експлуатацію обладнання містять усі 
калькуляційні елементи утримання обладнання та робочих місць. У табл. 6.17 
наведено кошторис витрат на утримання та експлуатацію обладнання. 
Таблиця 6.17 
Кошторис витрат на утримання та експлуатацію обладнання 
Стаття витрат 
Сума, 
грн. 
1. ЗП допоміжних працівників з обслуговування обладнання: 
 основна 
 нарахування на ЗП 
 
503 622 
188 859 
2. Паливо, матеріали: 
 силова енергія 
 вода 
 допоміжні матеріали 
 
3 560 240 
150 800 
472 800 
Разом по ст. 1-2 4 876 321 
3. Внутрішньозаводське переміщення вантажів, відшкодування 
зносу малоцінних, швидкозношуваних інструментів, пристосувань, а 
також інші витрати, пов’язані з утриманням та експлуатацією 
обладнання 
71 305 
Всього 4 947 626 
 
6.2.6. Розрахунок цехових витрат 
Цехові витрати по’вязані з організацією виробництва у даному цеху та 
управління ним. Кошторис цехових витрат наведений у табл. 6.18. 
Таблиця 6.18 
Кошторис цехових витрат 
№ Стаття витрат Сума, грн 
1 
ЗП цехового персоналу та допоміжних працівників з 
обслуговування 
1 019 025 
2 Нарахування на ЗП 382 135 
3 
Утримання виробничих будівель і споруд 
 електроенергія на освітлення 
 амортизація будівель та споруд 
 
639 248 
230 000 
4 
Поточний ремонт виробничих будинків і споруд (5% їх 
вартості) 
115 000 
5 Витрати на охорону праці 7 200 
6 Всього за ст. 1-5 2 392 608 
7 
Відшкодування зношування малоцінного та 
швидкозношуваного інвентарю, інші цехові витрати 
319 341 
Всього 2 711 949 
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Розрахунок собівартості продукції 
 
Розрахунок собівартості амоксициліну в таблетках наведено в табл. 6.19. 
Таблиця 6.19 
Калькуляція собівартості готової продукції 
Стаття калькуляції 
Витрати на річний 
випуск (2700 кг), 
грн/рік 
Витрати на 
одиницю готової 
продукції 
(1 кг), грн/кг 
1 2 3 
1. Сировина, матеріали, грн/рік 8 800 500 3568 
2. Енерговитрати (крім витрат 
електроенергії на освітлення), 
грн/рік 
4 337 804 346 
3 ЗП усього персоналу, грн/рік 2 789 847 1789 
4 Нарахування, грн/рік 1 046 194 578 
5 Цехові витрати без витрат на 
ЗП (експлуатація, ремонт, 
амортизація будівель, витрати 
електроенергії на освітлення 
тощо) 
1 237 989 1567 
6. Витрати на утримання та 
експлуатацію устаткування без 
витрат на ЗП (експлуатація, 
амортизація тощо) 
4 255 145 3566 
Повна собівартість продукту 
22 467 479 
 
13321 
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РОЗДІЛ 7. АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 
 
Традиційні методи селекції мікробних продуцентів, незважаючи на їх 
трудомісткість, лишаються актуальними і дотепер як для отримання 
надпродуцентів, так і як засіб підтримуючої селекції. Останнє в більшості 
стосується промислово-перспективних культур, з якими працюють тривалий 
час. Сучасні роботи при цьому часто передбачають використання ступінчатого 
відбору після послідовної дії на культуру декількох факторів, 
найпоширенішою комбінацією яких є застосування хімічних і фізичних 
мутагенів.  
Ефективність застосованої схеми селекції мікробного продуценту 
зазвичай виражають величиною збільшення продуктивності культури, яка 
коливається в межах від 1,5 до кількох десятків разів. Однак у випадку 
промислово-перспективних штамів оцінка ефективності селекції повинна 
також враховувати обєми виробництва, вартість середовища та кінцевого 
продукту. Інколи підвищення рівня біосинтезу штаму навіть у 1,5-2 рази може 
призводити до суттєвих економічних переваг при впровадженні такого 
продуценту у промисловості. 
Так, ряд незалежних досліджень процесів ступінчатої селекції 
продуцентів ліпази (родів Pseudomonas та Aspergillus) показали, що 
використання у різних комбінаціях ультрафіолетового випромінювання (UV), 
нітрозогуанідіну (NG) та HNO2 призводить до підвищення рівня синтезу 
ферменту не вище, ніж в 3 рази. Такого ж підвищення активності іншого 
продуценту бактеріолізинів Streptomyces recifensis var. lyticus 2R-15 вдалося 
досягти і сучасними методами генетичної інженерії, а аналіз властивостей 
отриманих трансформантів показав суттєві відмінності у відношенні до 
вихідного штаму [   ]. 
Переважна більшість повідомлень про отримання штамів з підвищеною у 
десятки разів продуктивністю стосуються мутантів, селекціонованих 
безпосередньо з диких (природніх) штамів. Працюючи з культурою тривалий 
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час, важливим є встановлення закономірності та спрямованість індукованої 
мінливості та впливу мутацій на фізіологічні характеристики, що 
контролюються полігенною системою.  
Використовуваний в роботі продуцент S. albus 2435 (первісно 
ідентифікований як Str. recifensis var. lyticus) є виділеним з ґрунту природнім 
штамом актиноміцету, що тривалий час є обєктом дослідження ряду 
наукових колективів [11-16]. Практична цінність культури полягає у 
здатності до синтезу бактеріолітичного ферментного комплексу широкого 
спектру антимікробної дії, а отже можливості використання у 
біотехнологічній промисловості для отримання даного продукту. 
Специфічність ферментного комплексу дає можливість використовувати 
його у складі антисептичних препаратів для різних галузей – від синтетичних 
миючих засобів з антисептичною дією до лікарських форм. Саме тому штам 
став обєктом селекції та основою для отримання чисельних мутантних 
штамів з підвищеною біосинтетичною здатністю або зміненою 
спрямованістю дії цільового продукту [11, 12, 15]. 
Останнє є можливим завдяки наявності у ферментного комплексі ряду 
індивідуальних ферментів, сумісна дія яких призводить до руйнування 
мікробних клітин. Вплив того чи іншого мутагенного фактору в процесі 
селекції може призводити не лише до підвищення рівня активності культури, 
а й синтезу окремих ферментів комплексу у інших співвідношеннях. 
Наслідком такої зміни є може бути як розширення спектру мікробних 
культур, що здатен руйнувати ферментний препарат, так і часткова втрата 
таких властивостей [11, 12, 14]. 
Застосований в даній роботі хімічний мутаген (N-метил-N’-нітро-N-
нітрозогуанідін) раніше не використовувався в селекції культури, тому 
важливим було не лише отримати штами з підвищеним синтезом продукту, а 
й надалі дослідити антимікробний спектр синтезованих відібраними 
штамами продуктів.   
 266 
Представлені результати (табл. 1) щодо впливу НГ на біосинтетичну 
здатність S. albus 2435 свідчать про чітку дозозалежність ефекту підвищення 
середнього ІЛА, збільшення відсотку плюс-варіантів та коефіцієнта варіації. 
Так, значне підвищення варіабельності культури (до 24,1 порівняно з 17,2 у 
контролі) призводить до появи як частки мінус-варіантів, так і варіантів-
надсинтетиків.  
Досліджені концентрації мутагену чітко визначають концентрацію 
(1 мг/мл), перевищення якої має негативний ефект та має наслідком 
зниження всіх цільових характеристик – середнього ІЛА (до 46.9-60.7) та 
части плюс-варіантів (до 1,5). Разом з тим практично всі клони культури при 
обробці її мутагеном у концентраціях (2 та 3 мг/мл) віднесені до мінус-
варіантів (92-95 %). Зважаючи на встановлену дозозалежність ефекту, у 
подальших дослідженнях впливу НГ доцільно буде проаналізувати ефект 
його мінімальних концентрацій (менше 1 мг/мл) при обробці культури 
продуцента.  
Вивчення антибіотикорезистентності культури S. albus 2435 (табл. 2) 
дозволило встановити межу концентрацій стрептоміцину (2 мг/мл), що є 
летальною для культури. Порівняння антибіотикорезистентності вихідної 
культури та попередньо обробленої НГ показало значний вплив мутагену на 
її стійкість. Так, виживання НГ-індукованих мутантів у присутності 0,5 мг/мл 
стрептоміцину підвищується на 2 порядки порівняно з вихідною культурою.  
Відомо, що позитивний ефект на біосинтез вторинних метаболітів мають 
мутації стійкості до аміноглікозидних антибіотиків, в тому числі до 
стрептоміцину. Такі мутації мають плейотропний ефект на актиноміцети і їх 
отримання можна використати як один з етапів селекції промислових 
продуцентів. Стрептоміцин-стійкі (Strr) мутанти є гетерогенними за 
морфологічними ознаками і синтезом вторинних метаболітів. Вивчення 
властивостей різних штамів виявило, що більшість мутацій, що приводили до 
Strr-фенотипу спричинювали підвищення рівня синтезу вторинних 
метаболітів [19, 20].  
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У спонтанних та НГ-індукованих стрептоміцин-резистентних мутантів S. 
albus 2435 значною мірою підвищується середнє значення ІЛА (табл. 3), а 
отже і рівень синтезу комплексу бактеріолітичних ферментів. Також серед 
Strr-мутантів зростає коефіцієнт варіації та виникають значно вища частка 
«плюс» - варіантів, порівняно з клонами вихідної культури.  
Отримані дані свідчать про доцільність використання мутацій стійкості 
до стрептоміцину в селекції даної культури для відбору надпродуцентів не 
тільки бактеріолізинів, але і інших вторинних метаболітів таких, як 
антибіотики. Здатність до синтезу останніх культурою S. albus 2435 була 
встановлена авторами нещодавно та відкрила нову сторінку вивчення 
культури, що дасть змогу запропонувати промисловості біотехнологію 
комплексного антимікробного препарату – ферменту та антибіотику з 
різними (доповнюючими один одного) антимікробними спектрами 
активності [13].  
 
В результаті двох ступенів селекції із використанням  мутагенів фізичної 
та хімічної природи  в представлених дослідженнях були отримані 3 мутанти: 
US101, АЕ52 та  UN44. Попередньо дані штами були відібрані за значенням 
індекса літичної активності в агаризованому середовищі зі внесеннням в 
нього грампозитивних та грамнегативних тест-культур. Для отримання 
абсолютних значень літичної активності отриманих мутантних штамів 
культури Streptomyces recifensis var. lyticus, було проведено дослідження  
біосинтетичної активності в умовах глибинного культивування. 
Одержані дані (табл. 2.9.) свідчать про суттєву різницю бактеріолітичної 
активності окремих штамів по відношенню до грамнегативних та 
грампозитивних культур. В умовах глибинного культивування кількість 
стафілолізинів вдвічі  перевищує кількість ферментів бактеріолітичного 
комплексу, специфічних до грамнегативної культури E. coli. Слід відмітити, 
що зовсім інша ситуація спостерігалася при попередніх дослідженнях 
визначенні літичної активності методом дифузії в агар, де ІЛА в розсіві 
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мутантів щодо культури E. coli  перевищував такий щодо St. aureus. Така 
різниця прояву бактеріолітичної специфічності в умовах глибинного та 
поверхневого культивування, можливо, пов’язана з різним впливом елементів 
живлення в середовищах, катаболітною репресією глюкози  в 
ферментаційному середовищі №6 на прояв комплексу літичних ферментів, 
специфічних саме до грамнегативних культур. Тому подальші дослідження 
можуть бути спрямовані на оптимізацію поживних середовищ для отриманих 
селектантів.  
Антибактеріальні засоби є однією з найбільш широко використовуваних 
і дорогих фармакологічних груп, що застосовуються в різних областях 
клінічної медицини. Важлива проблема сучасної хіміотерапії – нераціональне 
використання антибактеріальних засобів і як наслідок зниження їх клінічної 
ефективності з появою полірезистентних штамів бактерій. Тому лише в 
зв'язку зі створенням і впровадженням нових ефективних антибіотиків та з 
синтезом структурно нових сполук з антибактеріальною активністю, які 
раніше не розглядалися в якості джерела для їх отримання, стають 
обнадійливими перспективи лікування інфекцій, особливо викликаних 
полірезистентними штамами грампозитивних збудників.  
Практична спрямованість розроблюваних нових антибіотиків, як і інших 
антибактеріальних препаратів, визначається необхідністю вирішувати 
насущні завдання в області етіотропної терапії сучасних інфекцій: це синтез 
препаратів з високою активністю щодо грампозитивних мікроорганізмів, 
розробка нових лікарських форм препаратів, оптимальних по режиму 
дозування, отримання препаратів для лікування інфекцій, викликаних 
метициліностійкими штамами стафілокока(MRSA). Аналіз формулярних 
списків застосовуваних антибіотиків свідчить про наявність нових препаратів 
практично у кожній групі, що при своєчасному і раціональному їх 
застосуванні істотно зміцнює позиції сучасної антибіотикотерапії [93]. 
Пеніциліни – одна з найперших груп антибіотиків отриманих з виду 
гриба Penicillium. В останні роки нових сполук в групі пеніцилінів не 
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з'явилося, однак розроблено нову лікарську форму комбінованого препарату 
з інгібіторами бактеріальних бета-лактамаз, що володіють пролонгованою 
фармакокінетикою, це препарати аугментин (емоксицилін/клавуланат калію), 
уназин (ампіцилін/сульбактам натрію), тазоцим (піперацилін і тазобактам) і 
тиментин (тикарцилін/клавуланат). Зазначені інгібітори антибактеріальними 
властивостями не володіють, але, попереджають руйнування поєднаних з 
ними антибіотиків, підвищують їхню активність у відношенні 
пеніцилінрезистентних бактерій (РRSА) [93, 94].  
Цефалоспорини – напівсинтетичні антибіотики вперше виділені з 
культури Cephalosporium acremonium, отримано 5 генерацій цих препаратів, 
що розрізняються за спектром антимікробної дії та ступеню стійкості до β-
лактамаз [93]. 5 покоління цефалоспоринів на фармацевтичному ринку 
представлені антимікробними препаратами Зефтера (цефтобіпрол медокарил) 
та Зінфора (цефтаролін). Особливості спектру активності препаратів є їх 
вплив на MRSA, штами золотистого стафілококу, S. pneumoniae у тому числі 
штами, резистентні до пеніцилінів, однак цефтаролін не має істотної 
активності проти P. aeruginosa [95, 96]. У США у 2014 році зареєстрований і 
схвалений FDA новий антибактеріальний препарат Зербакса, комбінація 
цефтолозану (цефалоспорин 5 покоління) і тазобактаму (інгібітор бета-
лактамази) [97]. 
Макроліди – антибіотики виділені з роду Streptomyces, Micromonospora, 
Saccharopolyspora, Penicillium. Азитроміцин перевершує інші макроліди по 
активності щодо гемофільної палички, кларитроміцин – проти гелікобактер і 
атипових мікобактерій; спіраміцин, рокситроміцин і азитроміцин – відносно 
деяких найпростіших [93, 98].  
Телітроміцин та мідекаміцин представники кетолідів. Телітроміцин – 
напівсинтетичний антибіотик, отриманий шляхом модифікації еритроміцину. 
Ефективний щодо стійких St. aureus, Str. pneumoniae, а також щодо 
продукуючих β-лактамаз H. influenzae та Moraxella catarrhalis [95]. 
Мідакеміцин – природній антибіотик синтезуємим Streptomyces 
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mycarofaciens. Активний проти внутрішньоклітинних патогенів. На 
сьогоднішній день макроліди розглядаються як одна з найбезпечніших груп 
лікарських засобів (ЛЗ) з мінімальним спектром побічних ефектів [99, 100].  
Аміноглікозиди в сучасній клініці представлені препаратами трьох 
поколінь: I покоління (стрептоміцин, канаміцин) застосовуються у фтизіатрії 
[93]; ІІ покоління (гентаміцин, тобраміцин) активні щодо синьогнійної 
палички, діють на штами стійкі до аміноглікозидів І покоління; ІІІ покоління 
(амікацин, нетилміцин) більш активні щодо синьогнійної палички і діють на 
штами, що стійкі до аміноглікозидів І та ІІ покоління. Нетилміцин активний 
відносно деяких гентаміцинорезистентних штамів грамнегативних бактерій, 
не діє на ентерококи [101]. Спектиноміцин природній антибіотик з групи 
аміноглікозидів, підгрупи аміноциклітолів, продукуємий Streptomyces 
spectabilis, з вузьким спектром дії. Активний відносно грамнегативних 
мікроорганізмів, переважно гонококів, включаючи штами, резистентні до 
інших антибіотиків. 
Глікопептиди – клас антибіотиків, що застосовують проти бактерійних 
патогенів стійких до інших класів антибіотиків [95]. Дальбаванцин має 
виражену активність щодо MRSA, S. pyogenes та S. pneumoniae, а також щодо 
ентерококів, чутливих до ванкоміцину. Телаванцин є ліпоглікопептидним 
аналогом ванкоміцину з вираженою активністю щодо MRSA, пеніцилін-
резистентного пневмококу [95]. 
Лінкозаміди – лінкоміцин і кліндаміцин – володіють вузьким спектром 
антимікробної дії. Крім грампозитивних коків у нього входять 
неспороутворюючі анаероби, а в спектр кліндаміцину – і деякі найпростіші 
(токсоплазми, пневмоцисти). Але до них швидко розвивається групова та 
перехресна (з макролідами) резистентність. На МRSА впливу не мають. 
Поліпептиди. Поліліксин М та поліміксин В мають вузький спектр дії, 
включаючи грамнегативні мікроорганізми, тип дії бактерицидний. 
Застосовуються при кишкових інфекціях гнійно-запальних ранових 
процесах. Бацитрацин – поліпептидний антибіотик, призначений для 
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місцевого застосування при опіках, порізах, ранах і в очній практиці при 
кон'юнктивітах, кератитах у вигляді мазі у поєднанні з неоміцином, 
поліміксином, кортизоном. 
Ліпопептиди – відносно нова група антибіотиків представлена 
препаратом даптоміцином [93]. Даптоміцин є активним проти St. aureus, 
стрептококів груп A, B, C, G, ентерококів, включаючи штами, резистентні до 
метициліну, ванкоміцину, лінезоліду [95]. 
Батумін – антибіотик високоактивний щодо стафілококів виділений з 
Pseudomonas batumici 17 в Інституті мікробіології і вірусології НАН України. 
Селективність батуміну щодо стафілококів - це його принципова відмінність 
від антибіотиків, які діють лише на грампозитивні бактерії і від антибіотиків 
широкого спектру дії. Розроблено лікарську форму – «Мазь батумінова» для 
зовнішнього лікування стафілококової інфекції а препарат «Діастаф» – диски 
з антибіотиком для надійного і швидкого диференціювання стафілококів за 
зоною затримки росту навколо диска від інших грампозитивних коків, 
нечутливих до препарату [102, 103, 104]. 
Ландоміцин Е новий протипухлинний полікетидний антибіотик, який 
синтезує Streptomyces globisporus. Протипухлинна дія ландоміціну Е 
показана на 60-ти лініях ракових клини в Національному Інституті раку 
США. Найбільшу чутливість до антибіотика проявляють клітини лейкемії. 
Ландоміцину Е притаманна слаба мутагенна і середня цитотоксична дія. 
Спосіб отримання штамів актиноміцетів з підвищеним синтезом LAE 
захищено патентом України, також отримано патент на штам Streptomyces 
globisoporus Smy622 - продуцент LAE [102]. Таким чином, за останні роки 
з’явилося чимало новітніх класів антибактеріальних препаратів, що дозволяє 
людству з впевненістю дивитися у майбутнє [93]. 
На сьогоднішній день істотно зросла необхідність у застосуванні не 
тільки антибактеріальних препаратів, але і протигрибкових. Це пов'язано з 
частим неправильним, іноді недоцільним і невиправданим використанням 
потужних антибіотиків широкого спектру дії. А також з ростом числа 
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пацієнтів з різними порушеннями імунної системи та збільшенням 
поширеності важких форм системних мікозів [105]. 
Антимікотики чи інакше протигрибкові препарати – це великий клас 
різних хімічних сполук, що володіють специфічною активністю по 
відношенню до патогенних грибів. Серед усіх протигрибкових препаратів 
антибіотики володіють самим широким спектром активності, це грізани 
(гризеофульвін) та полієни (амфотерицин В, ністатин, натаміцин) [106]. При 
системному застосуванні активні відносно більшості дріжджоподібних, 
міцеліальних та диморфних грибів. При місцевому застосуванні полієни 
(ністатин, натаміцин, леворин) діють переважно на Candida spp, активні 
щодо деяких найпростіших – трихомонад (натаміцин), лейшманій і амеб 
(амфотерицин В). 
У 80-ті роки було розроблено ряд нових ЛЗ на основі амфотерицину В – 
ліпід-асоційовані форми амфотерицину В (амбізом; абелсет; амфоцил), що 
володіють зниженою токсичністю при збереженні протигрибкової дії 
амфотерицину В [107]. 
Гризеофульвін – один з перших протигрибкових засобів природного 
походження – антибіотик, що продукується цвілевим грибом Penicillium 
nigricans (griseofulvum). Гризеофульвін має вузький спектр активності – 
ефективний тільки відносно дерматоміцетів [108]. 
В цілому розробка нових антимікотиків значно відстає від прогресу в 
області створення антибактеріальних препаратів. Гриби є еукаріотами і, 
незважаючи на наявність клітинної стінки, за структурою вони більш 
наближені до клітин ссавців, ніж до бактерій. Крім того, грибкові клітини 
розмножуються повільніше бактеріальних і, як правило, кількісний аналіз їх 
ускладнений, особливо у міцеліальних грибів, що ускладнює адекватну і 
відтворну оцінку ефективності того чи іншого препарату, особливо нових їх 
представників [109]. 
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У ветеринарії антибіотики широко використовуються для профілактики і 
лікування захворювань в рамках програм, призначених як для 
індивідуального лікування, так і для масової обробки тварин. 
Індивідуальне застосування практикується при лікуванні як дрібних 
(собак, кішок тощо), так і великих домашніх тварин (корів, овець тощо), які 
страждають від інфекцій (пневмоніти, бронхіти, мастити тощо). При 
лікуванні дрібних та великих тварин застосовуються ті ж принципи і 
антибіотики, що і в хіміотерапії інфекційних захворювань людини. Але, якщо 
тварина служить джерелом харчових продуктів (м'ясо, яйця), необхідно 
скасовувати антибіотики заздалегідь перед забоєм чи збором яєць, щоб ці 
препарати не потрапили в їжу. 
В наш час масова обробка розглядається як найбільш зручний і 
економічний спосіб ефективної боротьби з інфекційними захворюваннями в 
умовах інтенсивного тваринництва [7]. 
Тетрацикліни – антибіотики, найбільш широко використовувані у 
ветеринарії. До природних антибіотиків з широким спектром антимікробної 
дії відносяться хлортетрациклін, окситетрациклін і тетрациклін. До них 
чутливі сальмонели, кишкові палички, пастерели, лістерії, стафілококи, 
стрептококи, клостридії та ін. Слабо або зовсім не чутливі до тетрацикліну 
протей, синьогнійна паличка, кислотостійкі бактерії, більшість грибів і 
дрібних вірусів. Напівсинтетичні похідні: метациклін (рондоміцин) і 
доксициклін (вібраміцин), більш ефективні у порівнянні з природними [110]. 
З групи природних пеніцилінів у ветеринарії застосовують різні солі 
бензилпеніциліну (калієву, натрієву, новокаїнову, а також N, N'-
дибензилетилендиамінову сіль – біцилін) і феноксиметилпеніцилін, 
одержувані при біосинтезі грибів роду Penicillium. Антимікробний спектр 
включає грампозитивні та деякі грамнегативні мікроорганізми: стрептококи, 
стафілококи, пневмококи, паличку сибірки та ін..  
Напівсинтетичні пеніциліни: метицилін, амоксицилін, оксацилін, 
клоксацилін, диклоксацилін, ампіцилін мають розширений спектр 
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антимікробної дії. До препаратів з переважною дією на грамнегативні 
мікроорганізми (протей, синьогнійн паличку) відноситься карбеніцилін [111]. 
Актуальним залишається застосування у ветеринарній практиці 
напівсинтетичних цефалоспоринів (цефалотин, цефалоридин, цефалексин, 
цефалогліцин, цефрадин, цефазолін та ін.), що більш ефективні в порівнянні з 
природними і характеризується широким спектром дії проти бактерій, 
проявляючи при цьому бактерицидний ефект. Застосовують для лікування 
респіраторних захворювань великої рогатої худоби і свиней [110, 111].  
Антибіотики аміноглікозидної групи використовуються у комплексі 
заходів для профілактики колібактеріозу. Серед них найбільш ефективні 
неоміцин, канаміцин і гентаміцин. Інша група з'єднань – дестоміцини мають 
антигельмінтну активність і застосовуються в птахівництві і свинарстві [111]. 
Макроліди (еритроміцин, олеандоміцин, тилозин) володіють вираженою 
активністю щодо грампозитивних та деяких грамнегативних коків, до них 
чутливі рикетсії, мікоплазми, сибіроязвенна паличка і клостридії. 
Лінкоміцин – антибіотик-піранозид, що продукується Streptomyces 
lineolniensis, активний відносно більшості грампозитивних мікроорганізмів. 
Застосовують при стрепто- і стафілококозах молодняку тварин, пневмоніях і 
бронхопневмоніях, гнійних інфекціях шкіри та інших захворюваннях. 
У ветеринарній практиці застосовують поліміксини М і В, продуцент –
штами Васillus polymyxa. Активні відносно грамнегативних бактерій: діють 
на кишкові та синегнійні палички, сальмонели, шигели, пастерели. 
Застосовують при дизентерії, колібактеріозі, сальмонельозі, ентероколітах 
молодняку сільськогосподарських тварин і пулорозі курчат. Місцево 
поліміксинову мазь використовують при інфікованих ранах, опіках, 
некротичних виразках, абсцесах та інших гнійних захворюваннях. 
У ветеринарній практиці застосовують протигрибкові (фунгіцидні та 
фунгістатичні) антибіотики ністатин, леворин і амфотерицин В, а також 
гризеофульвін. Ністатин застосовують для лікування кандидозу шлунково-
кишкового тракту, слизових оболонок, сечостатевих органів, а також місцево 
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при грибкових ураженнях шкіри, спричинених грибами роду Candida. 
Леворин діє на дріжджоподібні гриби, зокрема роду Candida. 
Використовують для лікування кандидозів всередині і місцево (у вигляді 
мазі). Амфотерицин В ефективний відносно багатьох патогенних грибів, 
особливо родів Blastomices, Histoplasma, Cryptococcus та ін. У терапевтичних 
концентраціях діє фунгістатично. Гризеофульвін має виражену 
фунгістатичну дію на різні види дерматофітів, в тому числі родів 
Trichophyton і Microsporum. З препаратів, що діють на найпростіших у 
ветеринарії, застосовують лише один антибіотик – фумагіллін, що 
відноситься до групи полієнових антибіотиків. Застосовують як специфічний 
засіб для лікування нозематозу бджіл [110]. 
 
Сучасне інтенсивне рослинництво немислимо без використання добрив, 
регуляторів росту, контролю чисельності шкідників і корисних мікро- і 
макроорганізмів. Синтез необхідних для цього речовин в деяких випадках 
вигідніше проводитити біологічним шляхом, залучаючи тварин, рослин (чи 
культуру клітин і тканин) і мікроорганізми [112]. 
Протягом останніх 25 років антибіотики застосовують у рослинництві в 
якості гербіцидів, інсектицидів, стимуляторів росту рослин. В результаті 
селективної дії на фітопатогенні мікроорганізми антибіотики затримують 
ріст або вбивають мікроорганізми-збудники, не завдаючи шкоди рослині 
[92]. Цього можна досягти шляхом інокуляції насіння, обприскуванням 
проростків чи рослин або обробкою коренів при пересадці суспензією 
потрібних мікроорганізмів, а також внесення їх у грунт. 
З цією метою застосовують бактеріальні та грибні препарати – 
антагоністи фітопатогенів: фітоспорин (Bacillus subtilis, на пшениці та 
картоплі), псевдобактерин-2 (Pseudomonas aureofaciens, ооміцин А, на 
пшениці та овочі закритого ґрунту), планріз (Pseudomonas fluorescens, на 
зернових, картоплі, капусті), фітолавин (Streptomyces lavendulae, Streptomyces 
griseus, на капусті та томатах захищеного грунту), триходермін (Trichoderma 
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lignorum, на овочах і квітах захищеного грунту), вермикулен (Penicillium 
vermiculatum, на соняшнику). В деяких випадках застосовують мікробну масу 
разом з виділеними метаболітами. Такі препарати бактофіт (Bacillus subtilis і 
продукуємий антибіотик – на овочах, деревах, квітах і лікарських травах), 
триходермін (спорова маса гриба Trichoderma lignorum та антибіотики: 
триходермін, веридин і гліотоксин). Вони істотно знижують захворюваність 
рослин грибними інфекціями: фітофторозом, чорною ніжкою, фузаріозом, 
борошнистою росою та іншими, а також бактеріозами, що позитивно 
позначається на врожаї та якості продукції. У той же час ці препарати 
екологічно і гігієнічно безпечніше хімічних фунгіцидів і бактерицидів [114]. 
Стрептоміцин використовують для боротьби з хворобами яблунь, груш, 
горіха, томата, перцю і бобів (в США), бавовни, рису і лимонів (в Індії), що 
викликаються бактеріями родів Erwinia, Xanthomonas і Pseudomonas, 
ефективний відносно гриба Peronospora – збудника хвороби тютюну [7]. 
Гентаміцин аміноглікозидний антибіотик використовується проти 
бактеріального опіку яблуні та груші викликаємого Erwinia amylovora та для 
контроля бактеріальних хвороб овочевих культур викликаних видами 
Pectobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, і Xanthomonas [113]. 
Бластицидин S і касугаміцин ефективні для боротьби з захворюванням 
рису (пірікуляріоз), викликаним Piricularia oryzae. Ауреофунгін полієновий 
антибіотик, застосовують для стерилізації насіння, щоб попередити мікози, 
наприклад кореневі гнилі, викликані Pythium [7] 
Гаупсин — біологічний інсектофунгіцид комплексної дії, є продуктом 
синтезу промислових штамів бактерій роду Pseudomonas aureofaciens B-306 и 
B-111, в якості діючої речовини містить антибіотики та феназин-карбонові 
кислоти, які активно пригнічують розвиток фітопатогенів, захищає рослини 
від хвороб і шкідників та стимулє ріст та розвиток [114, 115]. 
На основі антибіотику актидіон (циклогексимід), продукуємого Str. 
griseus випускають препарати активні проти іржі сосни, цитоспорозу персика 
і сливи, борошнистої роси троянд, при захворюваннях пшениці та кукурудзи, 
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що викликаються грибами родів Fusarium, Helmintosporium, проти твердої та 
летючої сажки ячменю, стеблової іржі пшениці і т. д. [116]. 
Антибіотики є найдорожчими пестицидами, використовуваними для 
овочевих і плодових культур, та хоча їх ефективність обмежена, вони 
продовжують відігравати велику роль в лікуванні бактеріальних інфекцій 
[111]. 
 
Протягом ряду років протимікробні засоби використовуються у 
тваринництві як стимулятори росту, особливо у свинарстві та птахівництві. З 
метою підвищення ефективності відгодівлі практикують введення у корми 
антибіотиків у відносно малих дозах протягом тривалого періоду часу [21]. 
До кормових антибіотиків відносять препарати, при введенні яких у раціони 
тварин і птиці поліпшується обмін речовин, регулюється склад кишкової 
мікрофлори, підвищується коефіцієнт використання кормів, активізується 
резистентність організму. Внаслідок цього молоді тварини краще 
розвиваються і ростуть швидше, знижується їх захворюваність та 
зменшується відхід [110, 117]. 
Найбільш відомі серед застосовуваних в якості кормових антибіотичних 
препаратів – біовіт і біоміцин є препаратами хлортетрацикліну, а також 
грізин, бацитрацин, гігроміцин та ін [94]. Кормогризин пригнічує розвиток 
значної кількості бактерій, грибів і дріжджів та здійснює позитивний вплив 
на обмін речовин у тварин. Використовують висушену масу міцелію Str. 
griseus, яку додають у корма. Бацитрацин – антибіотик, що продукується 
штамами бактерії Bacillus subtilis, дає хороші результати при відгодівлі телят 
і введенні в раціон курей-несучок. Антибіотик кормарин виробляється 
культурою Str. aurigineus. Препарат містить вітаміни групи В, 
гормоноподібні речовини та інші фактори росту, в раціонах тварин і птиці 
підвищує прирости живої маси, покращує обмін речовин та засвоюваність 
компонентів корму. 
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Список зарубіжних препаратів досить великий, тут відзначимо лише 
деякі, найбільш поширені. Флавоміцин виробляється продуцентом 
Str. bambergiensis, діє на всі грампозитивні бактерії і деякі види 
грамнегативних, при цьому залишаючи живими лакто- і біфідобактерії. 
Також антибіотик застосовують як стимулятор росту сільськогосподарських 
тварин, зокрема, покращує засвоюваність кормів і підвищує їх 
рентабельність. 
Кормовий антибіотик віргінієміцин, продуцент Str. virginiae. Стимулятор 
росту, з тривалою дією при вирощуванні тварин. В значних кількостях 
застосовують румензин, продуцент якого Str. cinnamonensis, поліпшує 
переварюємість корму. Є відомості про широке використання тілозоміну, 
продуцент якого Str. fradiae, що володіє широким антимікробним спектром, 
але в основному діє на грампозитивні мікроорганізми. Введення препарату в 
кормовий раціон тварин сприяє приросту живої маси [118].  
В даний час при відгодівлі м'ясної худоби в США широко 
використовують монензин і ласалоцид натрію – іонофорні антибіотики, 
отримані з культур Str. cinnamonensis та Str. lassaliensis відповідно та 
володіють широким спектром кокцидіостатичної і кокцидіоцидної дії [110].  
До препаратів, які не чинять негативного впливу на якість м'яса птиці, 
відносять цинкбацитрацин, мономіцин, сульфавіноксолін, тилозин, 
нітрофуразон і деякі інші [119]. 
 
Консерванти – харчові добавки, невеликі кількості яких дозволяють 
затримати або припинити ріст і розмноження мікроорганізмів, і тим самим 
запобігти мікробному псуванню продуктів. 
Особливу групу харчових добавок, що уповільнюють псування харчових 
продуктів (м'яса, риби, птиці, овочів тощо), представляють антибіотики [30]. 
Антибіотики мають більш високу антимікробну активністю і надають 
консервуючу дію в концентраціях, що вимірюються у тисячних долях 
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відсотків, але їх застосування для консервування харчових продуктів дуже 
обмежено, через негативний вплив на організм людини [121]. 
Застосування антибіотиків дозволяє зберегти харчову сировину і деякі 
види харчових продуктів більш тривалий час, іноді продовжити їх термін 
зберігання в 2-3 рази. Технологічні прийоми застосування антибіотиків різні: 
занурення харчового продукту в розчин антибіотиків на обмежений термін, 
зрошення поверхні харчового продукту розчином антибіотиків різної 
концентрації, введення антибіотиків перед забоєм тварин і т. д. [120].  
Для консервування сировини тваринного походження (м'яса, риби і битої 
птиці), яке в подальшому піддають температурній обробці – дозволено 
застосування тільки двох антибіотиків, що призначені для лікувальних цілей, 
ністатину і біоміцину. 
Для консервування харчових продуктів доцільно застосування 
спеціальних антибіотиків, які не застосовують у медицині. Наприклад, 
антибіотик нізин, який застосовується для консервування обмеженого 
асортименту плодоовочевих консервів: зеленого горошку, картоплі, цвітної 
капусти, томатів та ін. 
З антибіотиків рослинного походження (фітонцидів) найбільш прийнятні 
для консервування ефірна олія насіння гірчиці, алілове масло. Додавання 
даного фітонцида у концентрації 0,002% при виробництві маринадів в 
герметичній тарі допомагає зберегти продукцію протягом року навіть без 
пастеризації. Однак не існує хімічних речовин, які б повністю задовольняли 
всім вимогам, що пред'являються до консервантів харчових продуктів [121]. 
Сьогодні загальновизнаною є ідея, що кардинально підвищити 
ефективність антибіотикотерапії можна, лише впровадивши в клініку нові 
антибіотики тих класів, які раніше не використовувалися, або 
використовувалися дуже рідко. [122]. Актиноміцети роду Streptomyces є 
однією з найбільш продуктивних і перспективних груп щодо впровадження 
біоактивних речовин різної хімічної природи та сфери застосування [123]. 
Тому об’єкт дослідження магістерської дисертації – продуцент лізоензимного 
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ферментного комплексу Streptomyces recifensis var. lyticus 2435/М, що 
виявляє також перспективну антибіотичну активність по відношенню до 
грибних патогенів. 
За дією на субстрат, а також за складом ферментного комплексу літичні 
ферменти можна розділити на: 
• бактеріолітичні – ферменти, які гідролізують клітинну стінку 
грампозитивних та грамнегативних бактерій, 
•  міко- і дріжджелітичні, які лізують мікроскопічні гриби і дріжджі.  
Внаслідок деякої подібності в будові клітинних стінок грибів і дріжджів, 
ферментні комлекси, які їх руйнують, часто об’єднують в одну групу. Літичні 
ферменти, що активно лізують мікроскопічні гриби і дріжджі, часто слабкіше 
діють на бактеріальні клітинні стінки, і навпаки, ферментні системи, 
специфічні до бактеріальних клітинних стінок, неактивні по-відношенню до 
мікроорганізмів інших таксономічних груп [1]. 
Ферментативна деградація клітинної стінки, здійснювана шляхом 
гідролітичного розщеплення певних зв’язків в її компонентах, як правило, 
приводить до лізису бактеріальної клітини. Клітинна стінка бактерій досить 
товста, і представлена багатошаровою структурою, названою пептидогліканом. 
При порушенні молекули пептидоглікану, що визначає жорсткість і 
нерозчинність структури, відбувається деструкція всього комплексу. Місце 
порушення структури цього біополімеру чи характер руйнування зв’язку при 
цьому не має значення. Якщо одночасно не створені умови для утворення 
сферопластів чи протопласта, розчинення пептидоглікану викликає повну 
деградацію клітинної стінки і, як наслідок, загибель клітини [2]. 
За іншою класифікацією  літичні ферменти поділяються на три типи. 
Перший тип складають так звані глікозидази, які руйнують полісахаридні 
(гліканові) ланцюги. До них відносять N-ацетилмурамідазу (лізоцим) – 
фермент, який гідролізує 1,4- глікозидний зв'язок між N-ацетилмурамовою 
кислотою та  N-ацетилглюкозаміном в молекулах пептидоглікану клітинної 
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стінки бактерій і N-глюкозамінідазу, що гідролізує зв'язок між N-
ацетилглюкозаміном и N-ацетилмурамовою кислотою [3].  
Було досліджено, що N-ацетилмурамідаза, виділена з  Streptomyces 
globisporus (M-1), здатна гідролізувати клітинну стінку Micrococcus 
lysodeikticus и Staphylococcus аureus, на відміну від лізоциму з білка курячих 
яєць, що має спецефічність лише до М. lysodeikticus [4].  
Глікозидази можуть мати як пряму літичну дію так і  грати важливу роль 
при лізисі клітинної стінки  мікроорганізму комплексом літичних ферментів. 
Глікозидази  виконують важливі функції при власному метаболізмі мікробної 
клітини [5-8].  
Другий тип представлений одним ферментом - N-ацетилмураміл-L-
аланіламідазою (чи просто амідазою), що розщеплює зв'язок між мурамовою 
кислотою полісахариду і пептидною частиною [3]. Вивчена специфичність дії 
ферментів комплексного препарату  лізоамідази на клітинні  стінки St. aureus. 
Встановлено, що ферменти препарату забезпечують лізис бактеріальних клітин 
завдяки  N-ацетилмураміл-L-аланін-амідазній дії [9]. 
Препарат N-ацетилмураміл-L-аланін-амідаза виділений  из Bacillus 
subtilis, очищенний до гомогенного стану, активно здійснює гідроліз клітинних 
стінок [10]. Амідаза представляє собою один з найвідоміших бактеріальних 
автолізинів, тому відіграє важливу роль  в метаболізмі мікроорганізмів [11].  
Третій тип об'єднує пептидази, які гідролізують пептидні зв'язки 
пептидоглікану. На даний час виявлено і досліджено велика кількість 
бактеріолітичних пептидаз з різною субстратною специфічністю - одні 
розщеплюють лише зв'язок гліцил-гліцил в перехресно-зв'язаних містках, інші 
– зв'язок гліцил-аланін і т.д. Препарати, здатні до гідролізу клітинних стінок, 
містять комплекс ферментів і фактично всі включають пептидази [12-15]. 
Виявлено, що пептидаза має найвищу бактеріолітичну активність. Оскільки, 
були отриманні малоактивні (по-відношенню до бактеріального лізису) форми, 
які відрізнялися від високоактивних продуцентів лише одним – вони не 
синтезують пептидазу і при цьому повністю втрачають здатність лізувати 
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клітини-мішені, що вказує на те, що присутність чи відсутність пептидази в 
бактеріолітичних комплексах впливає на кінцевий результат – повне 
руйнування клітинної стінки [16]. 
Аналіз літературних даних дозволяє з певністю сказати, що 
протеолітичні ферменти є важливою складовою частиною літичного 
комплексу.  Вивчаючи продукцію протеаз у Streptococcus suis, виявили поза- і 
внутрішньоклітинну  Arg-амінопептидазу. Виявлені також асоційовані з 
клітиною хімотрипсинподібну та казеїназну активності, що відносяться до 
класів серин- та металпротеаз [17].  
Останнім часом увагу дослідників все більше привертають хітинази та 
мікроорганізми, що їх продукують. В основному це зумовлено тим, що 
ферменти, що входять до складу хітинолітичного комплексу, володіють 
високою протигрибковою активністю, що пов’язано з їхньою дією на хітин  — 
один з основних структурних компонентів клітинних стінок грибів. 
Дослідники відзначають, що мікроорганізми, що проявляють міколітичну 
активність, продукують хітиназу і β-глюканазу, які є головними агентами в 
деградації клітинних стінок грибів [18, 19]. 
Комплекс міколітичних ферментів, що включає хітиназу, хітозаназу та β-
глюканазу, вивчено при глибинному культивуванні штама Bacillus sp. 739 - 
антагоніста деяких фітопатогенних грибів. Даний штам запропонований в 
якості біологічної основи фунгіцидного препарату Бацисперину БМ [13]. 
На сьогоднішній день досить обґрунтовано охарактеризовані різні 
аспекти механізму дії пептидгідролаз. Найбільш важливі дані отримані 
методами рентгеноструктурного аналізу, хімічної модифікації, та в результаті 
біохімічних досліджень [20, 21]. Визначальним фактором в специфічності 
пептидгідролаз є наявність або відсутність заряджених груп в тому місці 
пептиду, яке підлягає гідролізу. На основі цього фактору протеази розділяють 
на карбоксипептидази та амінопептидази. Незаряджені і неполярні 
функціональні групи амінокислот також впливають на специфічність протеаз, 
особливо ароматичні групи в фенілаланіні та тирозині. В інших випадках 
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специфічність проявляється в присутності амінокислот з піролідиновими 
кільцями. Приймаючи до уваги ці фактори, що визначають специфічність 
протеаз, стає зрозумілим, що місце гідролізу не обов’язково повинно бути 
пептидним. Це може бути зв'язок типу R-CO-X, де R визначає специфічність 
ферменту, зв'язок CO-X – фактор активації, а X визначає хімічну стабільність 
зв’язку CO-X [22].  
Карбоксипептидази, в свою чергу,  можна розділити на дві групи: 
серинові карбоксипептидази та металокарбоксипептидази, в залежності від 
природи активного центру ферментів. Серинові або кислі карбоксипептидази, 
виділені з Penicillium spp. і дріжджів, володіють широкою специфічністю і 
проявляють максимальну активність в межах рН 4,5 – 6,0. Ці ферменти 
виявлені в фільтратах багатьох штамів роду Aspergillus, таких як, A. saitoi,      
A. usamii,  A. inuii, A. awamori, A. niger, A. oryzae [23]. Ферменти A. saitoi та A. 
oryzae проявляють однакову субстратну специфічність, але різко відрізняються 
за стабільністю, оптимуму рН, молекулярній масі та впливу інгібіторів.  
Серинові мікробні протеази розділяють на чотири групи: 
трипсиноподібні протеази, лужні протеази, α-літичні протеази з Myxobacter і 
стафілококові протеази. Ферменти першої групи проявляють підвищену 
специфічність до основних амінокислот, другої – до ароматичних чи 
гідрофобних груп, третьої – до невеличких аліфатичних груп типу аланіну і 
четвертої – до кислотних груп з С-кінця від зв’язку, що гідролізується [24]. 
З культуральної рідини Thermoactinomyces sp. та Bacillus intermedius  
були виділені дві нові протеази, аналіз субстратної специфічності, а також 
порівняння їх з N-кінцевих амінокислотних послідовностей з банком білкових 
послідовностей SwissProt дозволили віднести нові ферменти до 
глутамілендопептидаз – підсімейства серинових протеаз, що специфічно 
розщепляють пептидні зв’язки, утворені  a-карбоксильними групами 
глутамінової та аспарагінової кислот [25]. Проведені дослідження дії 
протеолітичних ферментів Bacillus licheniformis и лізоамідази  Lysobacter sp. 
XL1 на клітини Proteus vulgaris и Proteus mirabilis [26].  
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Серинові лужні протеази синтезуються різними видами бактерій, 
пліснявих грибів і дріжджів. Всі вони активні при високих значеннях рН 
(близько 10), але не інгібуються специфічними інгібіторами трипсину. Всі 
вони специфічні по-відношенню до ароматичних та гідрофобних залишків 
тирозину, фенілаланіну та лейцину з С-кінця субстрату [27]. Трипсиноподібні 
протеази утворюються декількома штамами культури Streptomices spp., 
зокрема S. fradiae, S. erythreus  та S. griseus [28].  
Отримано і вивчено нові штами - суперпродуценти протеаз,  вивчено 
вплив культивування на ріст та ефективність продуцентів,  їх специфічність 
[29-30]. Так при сумісному культивуванні макроміцету Schizophyllum commune 
і мікроміцету Mucor sp.   активність протеази зросла в 1.5 рази [31].  
Досліджений ферментативний потенціал амінопептидазної активності 
різних видів термофільних Lactobacillus і вплив фази росту клітин на 
експресію ферменту. Загалом, активність була вища у клітин в 
експоненціальній фазі росту, при чому, в зруйнованих вища, ніж в цілих. 
Максимальна активність у всіх штамів відповідала Х-пролілдипептидил-
амінопептидазі [32].   
Дуже часто один і той же організм секретує в середовище культивування 
цілий набір бактеріолітичних ферментів, які належать до різних типів і, 
відповідно, гідролізуючих пептидоглікан в різних місцях. Так, наприклад, до 
складу бактеріолітичного комплексу лізостафіну, виділеного з Staphylococcus 
staphylolyticus, входять три фермента: N-ацетилглюкозамінідаза, N-
ацетилмураміл-L-аланіламідаза и пептидаза, що розщеплює лише зв'язок 
гліцил-гліцин і гидролізує клітинні стінки золотистого стафілококу [33].  
Для розуміння механізму ферментативного лізису мікробної клітинної 
стінки велике значення має розшифровка ферментних комплексів і з'ясування 
ролі окремих ферментів, послідовності їх дії в процесі руйнування клітинної 
стінки. Зіставлення складу таких комплексів і спектру їх дії дає уявлення про 
роль що входять в комплекс ферментів у руйнуванні клітинних стінок 
мікроорганізмів.  
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При рості Micromonospora chalcea на середовищі, що містить ламінарії, в 
культуральну рідину виділяються позаклітинні ферменти, здатні лізувати 
клітинні стінки дріжджів. Дослідження показали, що комплекс містить              
β-1,3-глюканазу, протеазу, невисоку активність хітинази і β-1,6-глюканази і 
позбавлений активності маннази. Така специфічність дозволяє розглядати 
ферментний комплекс як основу  препаратів для отримання біомаси 
мікроорганізмів в промислових цілях та отримання окремих клітинних 
структур в науково-дослідних роботах [34]. 
Вивчення каталітичних властивостей різних типів ферментів та 
ферментних комплексів дозволяє говорити про їхню синергетичну дію при 
лізисі клітинних стінок мікроорганізмів. 
 
 
Здатність до біосинтезу ферментів, що лізують мікробні клітинні стінки, 
широко поширена серед мікроорганізмів. Виявлено і описано велику кількість 
індивідуальних ферментів і ферментних комплексів різної субстратной 
специфічності, що синтезуються мікроорганізмами різних таксономічних груп: 
бактеріями, грибами і актиноміцетами.  
 Бактеріолітичні ферменти можна охарактеризувати як: 
• екзоферменти, що виділяються мікроорганізмами для розчинення 
клітинних стінок інших мікробів; 
• автолітичні - ферменти, що руйнують клітинні стінки тих організмів, в 
яких цей фермент виробляється; 
• ферменти, що продукуються бактеріями при інфікуванні бактеріофагом 
або що знаходяться в самому бактеріофагові; 
• ферменти, що продукуються або активуються при проростанні спор. 
Для міколітичних ферментів і ферментів, що лізують дріжджі, подібної 
класифікації не існує [3, 12]. 
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Продуцентами багатьох літичних ферментів є бактерії. Найпоширеніші 
продуценти – бактерії родів Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Сlostridium 
[10-11, 25, 29-30].  
Одними з перспективних мікроорганізмів, використовуваних в 
тваринництві, є бактерії роду Bacillus. Виділені і депоновані в колекції 
мікроорганізмів ВГНКИ два нові штами бактерій Bacillus subtilis ТНП-3 та 
ТНП-5, які володіють антагоністичною активністю по-відношенню до 
патогенних та умовно-патогенних мікроорганізмів. На сьогодні препарат 
сахабактисубтіл, основу якого складають ці штами, використовується для 
профілактики та лікування шлунково-кишкових захворювань телят та поросят. 
Антагоністична активність штамів B. subtilis ТНП-3 та B. subtilis ТНП-5 
обумовлена здатністю до продукування протеолітичних ферментів [35]. В 
Інституті мікробиології та вірусології НАН України на основі двох штамів 
бактерій B. subtilis, що доповнюють один одного за біологічною активністю, 
розроблений препарат пробіотік Ендоспорін для лікування і профілактики 
післяродових ендометритів у корів [36].  
Бактерії роду Bacillus в якості продуцентів літичних комплексів 
знаходять своє застосування в сільському господарстві, в технологіях очистки 
стічних вод, а також в побутовій хімії, в якості компонентів пральних 
порошків, посудомийних засобів та п’ятноочисників [37, 38]. Встановлено, що 
бактерії групи Bacillus cereus – B. thuringiensis здатні секретувати літичні 
ферменти. Широко відомим літичним ферментом, які продукують Bacillus є 
лізоцим (мурамідаза), який здатний лізувати живі клітини грампозитивних 
коків. Досліджена літична активність 67 штамів B. thuringiensis відносно 
живих клітин Micrococcus lysodeikticus [39]. Штам бактерії Bacillus sp. 739 
продукує позаклітинні ферменти, здатні руйнувати клітинні стінки ряду 
фітопатогенних і сапрофітних грибів. Ефективний гідроліз клітинних стінок 
грибів досягається в результаті дії комплексу ферментів, до якого входять 
хітинази і β-1,3-глюканази і відіграють ключову роль в міколітичній 
активності Bacillus sp. 739 [13]. 
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В водах Оки микробіологами Г.К. Скрябіним, В.А. Ламбіною та ін. було 
знайдено досить  обширне "стерильне п’ятно", яке практично не містило 
бактерій. З проб води була виділена культура бактерій  роду Xanthomonas, які 
виділяли в середовище комплекс ферментів, що лізував розвиток патогенних 
мікроорганізмів, очищений препарат цього комплексу був названий 
лізоамідазою. Препарат містить три бактеріолітичні ферменти: лізоцимподібну 
N-ацетилмурамідазу (мурамідазу), N-ацетилмураміламідазу (амідазу) і 
пептидазу [3, 14, 33]. На сьогоднішній день достатньо вивчена лізоамідаза, 
отримана від культури грамнегативної бактерії роду Lysobacter [16, 26].  
Значна кількість мікроорганізмів сімейства ентеробактерій  
(Enterobacteriaceae): Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia 
використовується для отримання літичних ферментів [8]. Активно 
досліджується бактерія виду Serratia marcescens – продуцент ферментів 
широкої субстратної специфічності, зокрема ліпаз [40], протеіназ, хітиназ [41]. 
Рекомбінантний штам E. coli, експресуючий ген chiA з S. marcescens, 
ефективно протидіє захворюванням, викликаних Sclerotium rolfsii та  R. solani, 
синтезуючи комплекс літичних ферментів, що руйнують клітини патогенів 
[42].  
Перспективні бактеріальні продуценти L-аспарагіназ:  E. coli, Erwinia 
carotovora, Erwinia chrysanthemi, Vibrio succinogenes, Proteus vulgaris, 
Pseudomonas fluorescens. Виділений новий штам  Pseudomonas fluorescens AG, 
який синтезує два ізофермента L-аспарагінази, здатних гідролізувати як L-
аспарагін, так и L-глутамін [43].  
Серед колагеназ мікробного походження добре відомими і найбільш 
вивченими є колагенази Сlostridium histolyticum, які характеризуються 
високою специфічністю дії на колагенові волокна і належать до “істинних” 
колагеназ. Їх широко застосовують у біотехнології та для лабораторних цілей 
[44].  
В природніх умовах існування грибам необхідно секретувати 
позаклітинні ферменти, здатні руйнувати складні природні органічні речовини. 
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При відборі продуценту гідролітичних ферментів виходять з інтенсивності 
його росту в культурі, екскреторної активності і спектру синтезованих 
ферментів. Найкращими продуцентами гідролітичних ферментів, які 
задовольняють ці вимоги є мікроскопічні гриби представники родів 
Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Aspergillus [18, 45-51]. 
Літичні ферменти мікопаразитичних грибів роду Trichoderma здатні 
пригноблювати ряд фітопатогенних грибів повітряного та ґрунтового 
походження.  Trichoderma продукує комплекс ферментів, що складається  
хітиназ, β-1,3-глюканаз і протеаз, що забеспечує їх здатність руйнувати 
клітинні стінки, а також ігібувати проростання спор і ріст різних видів 
фітопатогенних грибів [18, 48, 52].  
Найяскравіший представник роду Aspergillus - A. niger, який володіє 
різноманітною біохімічною активністю, здатний до синтезу різних за 
субстратною спецефічністю ферментів – протеіназ, пектинази, ліпази, хітинази 
і вже займає свою нішу в різних галузях народного господарства та наукових 
дослідженнях [51, 53-54]. 
Здатність грибів Penicillium синтезувати літичні ферменти забеспечує їх 
широке використання в якості продуцентів:  пектинази - P.funiculosum,               
P. dierckxii [49, 51];  протеіназ – P. camemberti,  P.wortmannii, P.marneffei [55-
56], хітиназ - Penicillium sp. LYG 0704 [57].  
В якості продуцентів літичних ферментів вивчали також базидіальні 
гриби p. Pleutropus, а саме P. ostreatus. Показано, що гриби P. ostreatus 
синтезують протеази, оксидази, лаккази, пероксидази, ксиланази, 1,4-β-
маннази, фітази і ліпази. З субстрату культивування P. ostreatus були виділені 
також ферменти α-амілаза, целюлоза і β-глюкозидаза [58-59]. 
Гриб Panus tigrinus продукує комплекс позаклітинних лігнолітичних 
ферментів, що забезпечують повну деградацію лігніну. Регуляція секреції 
лігнолітичних ферментів і їх активності пов’язані не лише з певною фазою 
росту, інтенсивністю метаболізму клітин, але й складом мембранних 
фосфоліпідів [60]. 
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Стрептоміцети вже досить давно привертають до себе увагу багатьох 
дослідників у галузях промислової мікробіології, біотехнології та генної 
інженерії як продуценти біологічно активних речовин. Серед стрептоміцетів 
інтенсивно ведеться пошук продуцентів літичних ферментів. Оскільки 
стрептоміцети, зокрема рід Streptomyces, є достатньо вивченою групою 
мікроорганізмів, пошуки нових продуцентів різноманітних сполук йдуть 
досить успішно. Отримані нові штами стрептоміцетів та розроблені технології 
одержання препаратів літичних ферментів на їх основі, які руйнують клітинні 
стінки бактерій, дріжджів та мікроскопічних грибів [12, 61 ]. 
Саме тому, продуцентами багатьох ферментів, які одержують у 
виробництві, є стрептоміцети. Наприклад, протеолітичні ферменти, що 
розщеплюють білки, видобувають з S. grіseus; кератиназа і протеїназа 
продукуються S. fradіae [62-63]. Целюлази, що руйнують клітковину, 
використовуються для приготування кормів. Нуклеази – група ферментів, що 
беруть участь у гідролізі нуклеїнових кислот, – широко використовуються для 
розшифровки будови ДНК і РНК. Нуклеази були отримані з культур 
стрептоміцетів, мікобактерій й інших мікроорганізмів [64]. Хітинази – це 
ферменти, що катализують деградацію хітину і діють найбільш часто як 
ендоферменти, відщеплюючи хітоолігосахариди довжиною в 2-6-N-
ацетилглюкозамінових залишків. Багато продуцентів хітиназ виявлено серед 
стрептоміцетів. Перспективним напрямком є використання хітиназ з метою 
біоконтроля мікопаразитів [65]. 
Здатність лізувати клітинні стінки дріжджів була досліджена у 628 
штамів бактерій, ізольованих з різних субстратів, представників 19 
таксономічних родів. Максимальна кількість штамів з  дріжджелітичними 
властивостями, було знайдено серед актиноміцетів родів Streptomyces, 
Promicromonospora, Oerskovia, Agromyces. Вперше дріжджелітична активність 
виявлена у актинобактерій родів Mycobacterium і  Micrococcus. Таким чином 
здатність лізувати клітини дріжджів характерна для актиноміцетів 
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гідролітичного комплексу. Серед дріжджелітичних бактерій більше 
представників з грампозитивним типом будови клітинної стінки [66]. 
Актинобактерії роду Micromonospora продукують ряд гідролітичних 
ферментів (хітинази, глюканази, протеази), завдяки чому знайшли своє 
застосування при отриманні біомаси клітин дріжджів [34], біоконтролю та 
біоремедіації  навколишнього середовища [67].  
Ферментний комплекс широкої специфічності продукує штам 
Streptomyces recifensis var. lyticus 2435/М. До його складу входять  глікозидази, 
літичні ендопептидази, мурамідази, протеїнази та амілази, комплексна дія яких 
призводить до руйнування широкого спектру мікробних культур [68]. На 
основі даного штаму розроблено технологію бактеріолітичного ферментного 
препарату Циторецифен [69]. 
Відомо, що в регуляції мікробного синтезу основна роль належить 
живильному середовищі і умовам культивування продуцента. Значення цих 
факторів зростає при роботі з продуцентами літичних ферментів, що руйнують 
клітинні стінки бактерій та дріжджових організмів. Це обумовлено тим, що 
більшість відомих бактеріо- і дріжджелітичних ферментів є індуцибельними і 
вимагають обов'язкової наявності в середовищі речовини - індуктора, 
стимулюючої їх утворення [70]. Присутність у середовищі ліпідів досить часто 
позитивно впливає на біосинтетичну активність продуцентів [71-72].  
Актуальність дослідження вторинних метаболітів стрептоміцетів 
зумовлена широким розповсюдженням цієї групи мікроорганізмів у ґрунтах з 
різним екологічним профілем, що визначає наявність у них надзвичайних 
біосинтетичних потенцій і здатність синтезувати багату кількість корисних для 
людини речовин. Штучний синтез цих сполук займає набагато більше часу, 
технологічно складніший та потребує більших витрат, ніж отримання тих 
самих сполук за допомогою стрептоміцетів. Тому, подальше вивчення 
стрептоміцетів передбачає постійну селекційну роботу по підтримці та 
підвищенню їх біосинтетичної здатності. 
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Роль ферментів в життєдіяльності тварин, рослин і мікроорганізмів 
колосальна. Завдяки каталітичній функції різноманітні ферменти 
забезпечують швидке протікання в організмі або поза його межами 
величезною кількістю хімічних реакцій. В даний час в біологічних об'єктах 
виявлено декілька тисяч індивідуальних ферментів, а декілька сотень з них 
виділено і вивчено. Підраховано, що одна жива клітина може містити до 
тисячі різних ферментів, кожен з яких прискорює ту або іншу хімічну 
реакцію. Виділені з організму ферменти не втрачають здатність здійснювати 
каталітичну функцію. На цьому засновано їх практичне вживання в хімічній, 
харчовій, легкій і фармацевтичній промисловості. Але, ферменти 
застосовуються не лише в промисловості, але і в медицині, і сільському 
господарстві, захисті навколишнього середовища (аналітичні виміри, або 
моніторинг; руйнування забруднень). Це виробництво ліків, засобів захисту 
рослин, хімічних реагентів. Крім того, є області, де ферменти нічим не можна 
замінити. Наприклад, аналіз. Зараз сотні ферментів використовують в  
аналітичних цілях, а також при виробництві біосенсорів.  Наприклад, для 
визначення глюкози в крові. 
Далі детально розглядуються основні сфери застосування 
гідролітичних ферментів  в різних областях промисловості, медицині та 
побуті. 
Гідролітичні ферменти набули широкого застосування в  харчовій 
промисловості. Наприклад, у поєднанні з амілазою протеїнази, що 
виділяються з грибів, що відносяться до роду Aspergillus, застосовують в 
хлібопекарській промисловості. Будучи додані в кількості 20-50г на 1 т муки, 
вони покращують якість і аромат хліба, прискорюють дозрівання тіста на 
30%, скорочують витрату цукру на виробництво вищих сортів булочних 
виробів удвічі, збільшують пористість м’якіша і об'єм хліба на 20% [2]. 
У кулінарії застосування пептид-гідролаз (протелін і проназа)  для 
обробки м'яса перед його приготуванням різко покращує якість м'ясних 
блюд.  
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У м'ясній промисловості протеолітичні ферменти застосовують для 
прискорення дозрівання м'яса і підвищення виходу м'яса 1-го сорту з 15% до 
40%. 
У молочній промисловості використання протеаз прискорює 
дозрівання сирів удвічі і знижує їх собівартість на 10%. 
Оптимальна каталітична  активність ліпаз  проявляється при рН 8-9. 
Однак деякі ліпази  рослин та мікроорганізмів активні в слабо кислому  
середовищі (рН 4-6). Їх використовують для знежирювання шкір, 
ароматизації та  прискорення дозрівання сиру, як  компонент лікарських  
засобів.  
Механізм дії обумовлений здатністю ферменту порушувати клітинну 
стінку бактерій і викликати їх лізис. Лізоцим застосовують в медицині як 
протимікробний засіб (в т.ч. як добавка в продукти харчування для дітей). 
Амілолітичні препарати - найбільшими споживачами є спиртна і 
пивоварна промисловість.  Препарати використовувані в харчових 
виробництвах характеризуються низьким ступенем очищення і 
представляють суміші різних  ферментів гліколізу [1]. 
Застосування Термозима L-340, термостійкої α-амілази, для 
розрідження крохмалю, Глюкоамілази L-400 для перетворення крохмалю в 
глюкозу, здатну до бродіння, за допомогою оцукровування крохмалю, слугує 
прикладом покращення ферментації етанолу.  
Біопротеаза N100L використовується у пивоварній промисловості при 
приготуванні помолу з використанням солоду поганої якості. Біопротеаза 
N100L забезпечує при виробництві відповідний рівень амінного азоту в суслі.  
Істотну роль в технології виробництва хліба виконують  ферменти, 
головним чином амілази і протеази, що впливають на протікання  
біохімічних  і мікробіологічних  процесів,  що визначають  газотвірну  
здатність  і властивості   реологій   тіста.   Використання   ферментних    
препаратів ефективне при переробці муки із зниженою ферментативною  
активністю.  У присутності  препаратів,  що містять  активні  амілолітичні   
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ферменти  в тісті утворюються  цукри,  інтенсифікується  процес  бродіння,  
відбувається накопичення   смако-   і   аромат-утворюючих    речовин.   Для    
хлібопекарської промисловості випускаються ферментні препарати (в 
основному  амілолітичні і  протеолітичні)  з  різною  активністю  ферментів.  
Крім того, досліджені  препарати,  пентозаназу, що містять,  лактазу,   
діпоксигеназу, целюлолітичні та інші ферменти. 
Целюлози  застосовують в виробництві соків і вин (для їх 
освітлювання), комбікормів (для їх кращого засвоєння), а також для 
отримання високоякісного паперу [30]. 
В шкіряному і хутряному виробництві для прискорення зняття волоса з 
шкір і розм'якшення шкіряної сировини застосовують препарати протєїназ 
(протелін і протофрадін), що є позаклітинними протеазами стрептоміцетів. 
При цьому час, необхідний на здійснення необхідних процесів скорочується 
у декілька разів, сортність і якість шерсті і шкір підвищується, а умови праці 
у цій галузі виробництва різко поліпшуються. Використовують наступні 
ферменти: трипсин, пепсин, катепсин, колагеназа. 
У текстильній промисловості процес расшліхтовки тканин 
ферментними препаратами класу протеаз грибного походження 
прискорюється в 7-10 разів; ці ж препарати служать для видалення серицину 
при розмотуванні коконів тутового шовкопряда у виробництві натурального 
шовку [72]. 
Ензими — це біологічні ферментні добавки, що розщеплюють білки, 
жири і полісахариди, що становлять забруднення. У миючі засоби, як 
правило, входять наступні типи ензимів: протеази (лужні), які сприяють 
видаленню забруднень білкового походження, і амілази, які ефективні у 
видаленні крохмальних забруднень, таких, як забруднення картопляним 
пюре, макаронами, кашами, заварним кремом, соусами і шоколадом. 
Застосування амілаз у поєднанні з протеазами взаємно підсилює дію обох 
речовин [73]. 
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Ліпази полегшують видалення забруднень на основі жирів і масел, що 
залишаються жирною їжею. Адже саме нерозчинні білки, жири і масла, що 
міцно в'їдаються в посуд, особливо якщо після її використання пройшло 
декілька годин. В цьому випадку застосування миючих засобів з ензимами 
значно підвищує ефективність миття. 
Протеази рослинного походження, що витримують нагрівання до 90°С 
без помітної втрати активності, є компонентами пральних порошків і миючих 
засобів. Деякі протеази разом з глюкозооксидазою і каталазою додають в 
зубну пасту – вони забезпечують їх антимікробну дію і оберігання зубів від 
карієсу. 
Пептидази і, зокрема, амінопептидази знаходять в даний час все більш 
широке застосування як в різних галузях народного господарства, так і в 
практиці охорони здоров'я, наприклад при отриманні інфузійних розчинів, 
використовуваних для парентерального живлення, при отриманні 
напівсинтетичних беталактамних антибіотиків [74]. 
Велика кількість гідролітичних ферментів входять до складу 
комплексних препаратів для виробництва кормових добавок. 
ГлюкоЛюкс-F - комплексний ферментний препарат, що продукується 
мікробною культурою Aspergillus awamori. ГлюкоЛюкс-F використовується в 
тваринництві як добавка до корму з метою підвищення їх перетравленню і 
поліпшення вуглеводнево-протеїнового балансу.  Добавка ГлюкоЛюкса-F 
найбільш ефективна в раціонах молодняку і лактуючих корів. Застосування 
ГлюкоЛюкс-F сприяє підвищенню приростів великої рогатої худоби на 5-
12%, удоїв - на 2-9%. Підвищуються прирости свиней на 4-25%. Витрати 
кормів знижуються на 4-12%. Збільшується збереження поголів'я на 1-2%. 
ГлюкоЛюкс-F збільшує вміст глюкози (сахарів) в кормах, підвищує 
перетравленню живильних речовин і покращує їх всмоктування в тонкому 
відділі кишечнику. Застосування препарату приводить до поліпшення 
мікробіологічного середовища кишечнику [75]. 
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 глюкоамілаза - 600 од/г 
 ксиланаза - до 600 од/г 
 целюлаза - 20-40 од/г 
 β-глюканаза - 30-50 од/г 
 α-амілаза - до 50 од/г . 
Амілосубтилін Г3х - комплексний ферментний препарат. 
Застосовується в тваринництві і птахівництві, в спиртовиробництві і  легкій 
промисловості. 
У тваринництві  знаходить застосування:  
 як добавка в раціони тварин для повнішого використання кормів; 
 як ветеринарний засіб для лікування дистоній передшлунків КРС 
аліментарного походження з ознаками ацидозу за наявності 
неактивної мікрофлори вмісту рубця. 
Застосування Амілосубтиліну Г3х сприяє в тваринництві збільшенню 
середньодобових приростів на 6-10%,прі цьому знижуються витрати кормів 
на одиницю приросту на 7-9%. Амілосубтилін Г3х прискорює 
розщеплювання і засвоєння крохмалю і білків в травному тракті тварин і 
птахів. Вивільняється додаткова енергія, підвищується опірність організму до 
зовнішніх дій. Активізується ензимна активність рубцюватого вмісту КРС, 
що позитивно впливає на активність рубцюватої мікрофлори. 
Вченими розроблена технологія виробництва технічних ферментів β-
глюканаз (целюлаз) і ксиланаз на основі високоактивних штамів-продуцентів 
мутантів Penicillium funiculosum і Trichoderma longibrachiautum для 
застосування як кормові добавки в раціонах сільськогосподарських тварин і 
птахів [76]. 
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Лізоцим застосовують при лікуванні хронічних септичних станів і 
гнійних процесів, при опіках, відмороженнях, кон'юнктивітах, ерозіях 
рогівки, афтозних стоматитах і інших інфекційних захворюваннях. 
Препарат нетоксичний, не подразнює тканини і може застосовуватися 
при поганій сумісності до інших антибактеріальних препаратів. 
Застосовують місцево, іноді внутрішньом'язово. Перед застосуванням 
розчиняють лізоцим, що міститься у флаконі, в 2 - 3 мл ізотонічного розчину 
натрію хлориду або 0,25 % розчину новокаїну. 
Місцево застосовують в очній практиці 0,25 % розчин у вигляді 
інстиляцій 3 - 4 рази на день протягом 3 - 7 днів. При лікуванні хронічних 
неспецифічних захворювань легенів і в практиці оториноларингології 
використовують аерозолі 0,05 % розчину по 2 - 10 мл на сеанс; курс 
лікування 5 - 14 днів. 
Для лікування опіків, відморожень і гнійних ран накладають серветки, 
змочені 0,05 % розчином. 
Внутрішньом'язово вводять по 150 міліграм 2 - 3 рази на добу в течію 
не менше 7 днів. При необхідності продовжують введення до 1 міс. 
Препарат зазвичай добре переноситься. При тривалому 
внутрішньом'язовому введенні (при хронічних інфекціях) слід контролювати 
згортання крові [77].  
Гідролітичні ферменти мікопаразитичних грибів роду Trichoderma, 
здатних пригнічувати ряд фітопатогенних грибів повітряного і ґрунтового 
походження знаходять застосування в галузях генної інженерії. 
Проаналізовані дані по регуляції продукції хітиназ β-1,3-глюканаз і протеаз, 
молекулярним і каталітичним властивостям очищених ферментів, їх 
здатності руйнувати клітинні стінки, а також інгибувати проростання спор і 
зростання спорових різних видів фітопатогенних грибів in vitro. Представлені 
результати робіт по клонуванню і експресії генів, що кодують деякі літичні 
ферменти мікопаразитичих грибів Trichoderma. Ці гени використані для 
отримання трансгенних рослин з підвищеною стійкістю до хвороб рослин, 
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викликаних патогенними грибами. Отримані трансформанти деяких видів 
Trichoderma, у яких суперпродукція окремої хітинази або протєїнази 
приводить до вищого ступеня придушення фітопатогенних грибів [78]. 
Дослідження структури біоплівок проводилися з використанням 
різноманітних методів, включаючи світлову мікроскопію з комп’ютерною 
обробкою зображення та скануючу електронну мікроскопію [8, 25]. Однак 
застосування цих методів призводило до створення хибно спрощеного 
уявлення про біоплівки, оскільки для електронної мікроскопії необхідне 
повне зневоднення високо гідратованого матриксу біоплівки, а при світловій 
мікроскопії виникають ефекти фокального викривлення. Тому на ранніх 
етапах досліджень біоплівки сприймались та описувались як неструктуровані 
розростання бактеріальних клітин, оточених екзополісахаридним матриксом 
[15]. 
Застосування конфокальної скануючої лазерної мікроскопії для 
дослідження біоплівок радикально змінило сприйняття їх структурних та 
функціональних особливостей. Завдяки застосуванню даного виду 
мікроскопії показано, що біоплівки – це не структурно гомогенні моношари 
клітин на поверхні. Скоріше вони можуть бути описані як гетерогенні у часі і 
просторі структури, однак основна структура співтовариства є 
універсальною, з деякими незначними варіаціями [13].    
Незалежно від того, якими типами мікроорганізмів утворені біоплівки, 
всі вони мають подібну структурну організацію і складаються з власне клітин 
та єдиного міжклітинного матриксу, утворення якого забезпечується злиттям 
індивідуальних зовнішніх клітинних покривів (капсул, екстракапсулярного 
слизу та ін.) [26,27].  В структурі матриксу (який ще іноді називають 
глікокаліксом або слизовим чохлом) виділяють поверхневу оболонку, що 
відмежовує співтовариство від оточуючого середовища. До складу 
поверхневої оболонки та матриксу входять кислі полісахариди, 
глікозилфосфатвмісні біополімери типу тейхоєвих кислот, глікопротеїни, у 
деяких бактерій (наприклад, бацил) також поліглутамінова кислота та інші 
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біополімери (білки, ліпіди, нуклеїнові кислоти). Подібно до міжклітинного 
матриксу тваринних тканин, мікробний матрикс також включає фібрилярні 
елементи [7,15,23,28]. 
Біополімерний матрикс мікробної колонії розглядають як 
«функціональний орган» надорганізмового рівня, який належить системі в 
цілому і колективно використовується всіма її елементами (членами 
консорціуму). Він виконує наступні функції, притаманні надклітинному 
рівню організації: 
- структуруюча; 
- захисна (протекторна); 
- комунікативна. 
 Завдяки матриксу колонія складається не з поодиноких клітин, а з 
субколоніальних асоціацій, які зустрічаються як у грампозитивних, так і у 
грамнегативних бактерій (в тому числі – у патогенних видів обох цих груп). 
При цьому окрема роль у функціонуванні мікробних консорціумів належить 
білковим каналам, які пронизують всі частини екзополімерного матриксу і 
забезпечують вільне надходження поживних речовин та кисню, а також 
відведення кінцевих продуктів метаболізму бактеріальних клітин [29,30]. 
Таким чином, складна система мікропорожнин є життєво важливим 
елементом структури біоплівок, яка фактично перетворює колонію на 
сукупність частково ізольованих одна від одної ділянок скупчення клітин 
(мікроколоній) [7,15,22]. Утворення та підтримання цих каналів в 
функціонально активному стані забезпечується спеціальними механізмами, в 
яких провідна роль належить молекулам рамноліпідів. Саме завдяки їм 
канали залишаються відкритими, що забезпечує здійснення міжклітинних 
взаємодій і сприяє збереженню архітектури біоплівок [20,23].  
Протекторна роль обумовлена тим, що матрикс, суцільно покриваючи 
клітини, виступає як буферне середовище колонії, захищаючи окремі клітини 
та колонію в цілому від різноманітних стресових ситуацій, що виникають в 
зовнішньому середовищі, таких як УФ-опромінення, зміни рН середовища, 
 299 
осмотичний шок, висихання, нагрівання/охолодження, атака гідролітичних 
ферментів, вплив антибактеріальних препаратів та механізмів захисту 
хазяїна. Полісахаридні та пептидні компоненти матриксу, зокрема, 
включають в себе ряд кріо-, термо- та ксеропротекторів [20,25,31,32]. 
Комунікативна функція полягає в тому, що в матрикс виділяються і по 
ньому розповсюджуються екзометаболіти і продукти автолізу клітин, 
включаючи хімічні сигнальні молекули, в тому числі ті, що слугують для 
оцінки густини власної популяції. Завдяки існуванню складної системи 
мікропорожнин вказані низькомолекулярні фактори стають практично 
однаково доступними для всіх клітин, що входять до складу біоплівки 
[25,33]. 
Крім того, численні роботи по колоніальній організації мікроорганізмів 
свідчать про морфологічну та фізіологічну гетерогенність клітин, що входять 
до її складу. Відмічають існування як вертикальної шаруватості колонії, так і 
наявність в ній горизонтально розділених зон (секторних та концентричних). 
При цьому сектора відповідають клонам, які відрізняються генетично, що 
знаходить своє відображення в їх різному забарвленні, консистенції, формі, 
швидкості росту, активності ферментів та ін., а концентричні зони 
відображають стадії «онтогенезу» бактеріальних клітин – вони відповідають 
різним етапам програм індивідуального розвитку клітин [25,34-37]. 
Особливе ж значення для з’ясування причин підвищеної стійкості 
клітин до антимікробних препаратів та факторів імунітету має вертикальна 
шаруватість колонії, де в якості типових кластерів можна розглядати: 1) 
клітини, що знаходяться у стані спокою; 2) клітини, що активно діляться; 3) 
клітини, що спонтанно автолізуються. У верхньому шарі, як привило, 
знаходяться більш дрібні клітини, які активно діляться та добре помітні при 
розгляді пофарбованих зрізів колоній. Саме ці клітини знаходяться під 
ударом різних несприятливих факторів, зокрема можуть ставати мішенями 
дії антибіотиків. При цьому вони можуть втрачати свою життєздатність, 
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проте у складі біоплівки відбувається їх швидке заміщення за рахунок 
активного поділу інших клітин цього шару [25,37,38].  
Окрім активно функціонуючих клітин у складі біоплівки присутні 
форми, які знаходяться у стані спокою. Такі клітини отримали назву 
«персистери». Зазвичай вони виявляються в нижніх шарах мікробних колоній 
і є більш крупними, ніж клітини верхніх шарів. За рахунок численних 
контактів одна з одною у персистерів значно зменшується площа вільної 
поверхні клітин, що робить їх надзвичайно захищеними від дії агресивних 
зовнішніх факторів [33,39,40].  
Спочатку висувалося припущення, що персистери – це нормальні 
клітини, присутні в невеликій кількості на кожній стадії клітинного циклу 
[41]. Однак пізніше було встановлено, що багатократний пересів 
життєздатних клітин E.coli у ранній логарифмічній фазі росту призводить до 
повного зникнення персистуючих клітин. Оскільки клітини в ранній 
логарифмічній фазі росту проходять повний клітинний цикл, але не 
продукують персистерів, ця гіпотеза була виключена з розгляду. Також в 
дослідах по обробці клітин у ранній лог- фазі антибіотиками було показано, 
що поява персистуючих клітин не є відповіддю на додавання антимікробних 
сполук. Невірним виявилося і припущення про виникнення персистерів в 
результаті тимчасової зупинки росту, наприклад, в наслідок оборотної 
зупинки реплікативної гілки, оскільки подібні дефекти виникають в клітинах 
ранньої лог-фази, однак персистери при цьому не формуються [40,42]. 
Згідно з сучасними уявленнями вважається, що персистери – це 
спеціалізовані клітини, які виникають на певній стадії розвитку. Так, в стадії 
логарифмічного росту ці клітини присутні в незначній кількості, і, оскільки 
вони тимчасово втрачають здатність до поділу, повторні пересіви культури в 
цій стадії звільняють популяцію від персистерів. Кількість же таких клітин в 
стаціонарній культурі складає 1-10% [43-45]. Формування клітин-персистерів 
розглядають як спосіб пристосування до змінних умов довкілля, коли перед 
популяцією виникає альтернатива вибору стратегії: продовжувати 
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розмноження з ризиком загибелі під дією агресивних зовнішніх умов, або ж 
ціною пригнічення росту захистити себе шляхом переходу до стану спокою. 
Отже, в силу диференціювання персистери тимчасово знаходяться у стані 
повної стійкості практично до всіх антимікробних препаратів [20]. 
Під час проведення досліджень було встановлено, що більшість клітин 
біоплівки гине під дією звичайних концентрацій антибіотиків, однак після 
початкового зниження числа КУО на 3-4 порядки подальше збільшення 
концентрації антибіотика не чинить ніякого додаткового ефекту. Отже у 
кінцевому результаті, лише невелика фракція персистентних клітин 
відповідальна за надвисокі рівні резистентності біоплівки до дії антибіотиків 
[46].  
З результатів досліджень випливає, що антибіотикотерапія зазвичай 
знищує більшу частину популяції, але залишає невелику кількість клітин-
персистерів, що вижили. Якщо після цього концентрація антибіотика 
тимчасово знижується або терапія припиняється (оскільки через елімінацію 
зважених клітин зникають симптоми захворювання), персистери знов 
починають рости, утворюючи біоплівку, від якої з часом знов почнуть 
відокремлюватися планктонні клітини. Цей динамічний механізм пояснює і 
рецидиви інфекцій, пов’язаних з біоплівками, і потребу у довготривалому 
лікуванні антибіотиками ряду інфекцій, і неефективність консервативної 
терапії без радикального видалення інфікованого катетера, протезу, 
електроду і т. д. [47] Здатність персистерів, що вижили, відновлювати 
вихідну популяцію свідчить про те, що вони є фенотиповими варіантами 
дикого типу [48]. 
Беручи до уваги розповсюдженість явища плівкоутворення в природі 
та в середині людського організму, логічно припустити, що ріст у 
співтоваристві екологічно є більш вигідним для мікроорганізмів, ніж життя у 
вигляді окремої клітини. Можна виділити декілька екологічних переваг, які 
отримують мікроорганізми від існування в біоплівках: 
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1. Полегшення доступу поживних речовин та метаболічна кооперація. 
Як було описано вище, існування складної системи каналів, яка оточує 
мікроколонії, полегшує доступ поживних речовин та видалення потенційно 
токсичних метаболітів [22,49]. При цьому слід також зазначити, що каналами 
міжклітинного матриксу можуть мігрувати лише низькомолекулярні 
речовини, тому надходження макромолекулярних антибіотиків в середину 
мікропорожнин та циркулювання ними є просторово неможливим [50]. 
  2. Захист від негативних впливів оточуючого середовища. При рості у 
вигляді біоплівок бактерії одержують деякий ступінь захисту від екологічних 
загроз, включаючи біоциди, антибіотики, антитіла, поверхнево-активні 
речовини, бактеріофаги, фагоцити, УФ-випромінювання, зіни рН, 
висушування, а також отримують можливість  збереження сталості умов 
існування (гомеостазу), в тому числі, шляхом зв’язування катіонів чи 
токсинів [15,22,49]. Окремими дослідженнями було показано, що 
екзополісахаридний матрикс фізично попереджає доступ деяких 
антибактеріальних агентів в біоплівку, виступаючи в ролі іонобмінника і 
обмежуючи таким чином поширення небажаних речовин з оточуючого 
середовища в біоплівку [50]. 
  3. Резистентність до антибактеріальних речовин та препаратів. 
Антибіотикорезистентність - це здатність мікроорганізму рости при високих 
(терапевтичних) концентраціях антибактеріального препарату. Частіше за все 
клітини біоплівки, взяті окремо від екзополісахаридного матриксу, не є більш 
стійкими за планктонні клітини до широкого діапазону антибактеріальних 
препаратів [51,52]. Однак у більшості випадків, коли біоплівка була 
попередньо сформована, зареєстровано виживання клітин при тих же 
концентраціях антибіотиків. Більше того, ймовірно, що біоплівка навіть 
здатна рости за їх наявності. Здатність антибактеріальних препаратів 
пригнічувати ріст біоплівки означає, що вони можуть проникати крізь 
біоплівку і активні по відношенню до своїх мішеней, проте вони не 
викликають загибель клітин в біоплівці [15,24,49,53]. 
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В науковій літературі активно вивчається цей важливий для клінічного 
застосування феномен [4,15,22]. На сьогоднішній день описано ряд факторів, 
відповідальних за резистентність біоплівок до антибіотиків. Зокрема відомі 
наступні механізми стійкості: 
• інактивація антибіотиків позаклітинними полімерами чи ферментами; 
• сповільнення метаболізму і, відповідно, зменшення швидкості росту 
мікроорганізмів в умовах лімітування поживних речовин в біоплівці, через 
що антибактеріальний препарат дифундує з біоплівки швидше, ніж встигає 
на неї подіяти; 
• посилена експресія генів резистентності до антибіотиків; 
• формування популяції клітин – персистерів [15,22,54]. 
Розглянемо більш детально кожен із названих механізмів стійкості. 
Перш за все, екзополімерний матрикс біоплівки може обмежувати 
дифузію та зв’язувати антимікробні препарати. Позаклітинні полімери, які 
формують матрикс, являють собою дифузійний бар’єр для молекул 
антимікробних речовин. Це забезпечує резистентність клітин біоплівки до 
крупних білкових молекул типу лізоциму та комплементу, а також 
антимікробних препаратів, у яких наявні великі поліпептидні молекули, та 
іншим агентам [47]. 
Цікавий приклад бар’єрної функції екзополісахаридів був описаний для 
перекису водню. На відміну від планктонних клітин, які є достатньо 
чутливими до Н2О2 і гинуть при досягненні його концентрації 50 мкМ, 
бактерії у біоплівці були ефективно захищені, оскільки доза, яка досягала 
клітин біоплівки, фактично була нижчою за рівень каталазної активності [55]. 
Показано, що негативно заряджені екзополісахариди достатньо 
ефективно захищають клітини біоплівки від гідрофільних та позитивно 
заряджених антибіотиків, наприклад, аміноглікозидів [56]. В іншій роботі 
[57] з аміноглікозидами було показано, що планктонні бактеріальні клітини 
були в 15 разів чутливішими до тобраміцину, ніж клітини в біоплівках. 
Дослідження позаклітинної полімерної речовини біоплівок також 
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продемонстрували, що 2% суспензія альгінатів, видалена з P.aeruginosa, 
подавляла поширення гентаміцину та тобраміцину, однак цей ефект був 
відсунтім при одночасному використанні альгінатних ліаз [58]. 
Стосовно застосування антибактеріальних препаратів із невеликим 
розміром молекул, наприклад, глікопептидів, узагальнено можна сказати, що 
бар’єр полісахаридного матриксу може лише відстрочити загибель клітин, 
але не забезпечує їх повного захисту. Наприклад, фторхінолони легко 
дифундують крізь біоплівку і достатньо ефективно зупиняють її ріст [46]. В 
той же час, описані біоплівки, утворені  P.aeruginosa, які в експерименті 
здатні сповільнювати проникнення ципрофлоксацину. Сповільнене 
проникнення, в свою чергу, зменшує концентрацію антибіотика, який 
щохвилини потрапляє до біоплівки, допомагаючи бактеріальним ферментам 
інактивувати його [59]. 
Іншим механізмом резистентності бактерій біоплівок до антибіотиків, 
що описаний в літературі, є сповільнена швидкість росту порівняно з 
планктонними клітинами, внаслідок чого клітини повільніше реагують на 
дію антибактеріального препарату [15]. Так, було показано, що швидкість 
росту S.epidermidis впливала на його чутливість: чим вища швидкість 
метаболізму, а відповідно, і росту клітини, тим швидше наступає її 
інактивація ципрофлоксацином [60]. 
Було також показано, що старі (10-денні) біоплівки P.aeruginosa були 
значно більш стійкими до тобраміцину і піперацилу, ніж молоді (2-денні). 
Дозування одночасно 500 мкг піперацилу та 5 мкг/мл тобраміцину повністю 
інактивувало і планктонні, і молоді (2-денні) клітини біоплівки, в той час як 
кількість старих (10-денних) клітин біоплівки після застосування цієї дози 
зменшилася лише на 20% [61]. 
Подібні результати були отримані в дослідженнях з різними 
комбінаціями бактерій і різними антибактеріальними препаратами. Фактично 
всі антибактеріальні препарати є більш активними по відношенню до 
швидкоростучих клітин. Пеніцилін та ампіцилін взагалі не знищували 
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неростучі клітини. Сучасні беталактами, аміноглікозиди та фторхінолони 
можуть діяти і на неростучі клітини, проте вони теж є більш активними по 
відношенню до клітин, які швидко діляться [62]. 
Управляючи швидкістю росту бактерій шляхом обмеження доступу 
поживних речовин дослідникам вдалося показати, що на грамнегативних 
мікроорганізмів, які знаходяться у стаціонарній фазі росту діють лише 
фторхінолони. Збільшення концентрації поживних речовин, яке сприяло 
росту мікроорганізмів, одночасно багаторазово збільшувало і бактерицидний 
ефект антибіотиків. Крім того, як і в попередньому випадку, бактерицидна 
активність антибіотиків була набагато вище по відношенню до молодих (4-
денних) біоплівок, ніж по відношенню до старих (13-денних) [63].   
Ще однією важливою властивістю бактерій у складі біоплівок є 
посилення генетичного обміну, що певною мірою обумовлене високою 
густиною мікробної популяції. Існує багато доказів того, що горизонтальний 
перенос генів в біоплівках відбувається із більшою інтенсивністю, ніж у 
планктонних культурах [20,23,64]. В біоплівках також реалізується механізм 
захисту плазмід резистентності від елімінування по типу «токсин-
антитоксин». Принцип такого захисту полягає в кодуванні плазмідою 
стабільного білка-токсина та лабільного білка-антитоксина. Якщо дочірні 
клітини після поділу не містять плазмід і не здатні здійснювати ресинтез 
антитоксину, то після розпаду залишкового антитоксину стабільний токсин 
спричинює загибель таких клітин [65-67]. 
Перерозподіл генів стійкості до антибіотиків відбувається як за 
рахунок прямої передачі плазмід резистентності від клітини до клітини, що 
призводить до утворення штамів, практично не чутливих до широкого 
спектру антимікробних сполук, так і завдяки наявності позаклітинної ДНК. 
Остання містить гени хромосом, мобільних генетичних елементів та 
необхідна для утворення та підтримання життєздатності біоплівок як 
цілісних систем, що робить її важливою мішенню дії різних лікарських 
препаратів. Руйнування позаклітинної ДНК матриксу біоплівок призводить 
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до зміни їх властивостей та створює умови для підвищення ефективності 
антибіотикотерапії [68,69]. 
Крім того, не зважаючи на те, що бактерії в біоплівках мають такий 
самий набір генів, як і вільно існуючі бактерії того ж виду, однак їх 
фізіолого-біохімічні ознаки можуть суттєво відрізнятися завдяки експресії в 
них іншого набору генів. Так, було підраховано, що білковий склад клітинної 
стінки у планктонних та прикріплених бактерій може відрізнятися на 30 - 
40%. Наслідком цього також є зменшення кількості мішеней для дії 
антибіотиків [4,6,13,33]. 
Але однією з найсучасніших гіпотез є те, що саме персистери 
обумовлюють толерантність біоплівок. Було запропоновано, що 
толерантність персистерів реалізується не на рівні зв’язування антибіотиків, 
а через втручання в механізм летальної дії бактерицидних антибіотиків 
[48,70].  
Спираючись на цю гіпотезу, був проведений пошук генів, які можуть 
взяти під захист певні клітинні функції. Результатом дослідження стало 
знаходження деяких генів, що експресуються в персистерах та відповідають 
цьому критерію.  Так, RMF інгібує трансляцію, викликаючи появу 
рибосомних димерів в стаціонарній фазі; UmuDC подавляє реплікацію; SulA 
блокує утворення клітинних перегородок. Але найбільш значущою виявилася 
підвищена експресія добре відомих хромосомних модулів «токсин-
антитоксин» (ТА) RelBE та MazEF [48,71,72]. Зазвичай токсин є білком, який 
інгібує важливі клітинні функції, наприклад, трансляцію і реплікацію, і 
утворює неактивний комплекс з анатоксином. Але, на відміну від попередньо 
описаного механізму захисту плазмід від елімінації, за якого клітина, що не 
містить плазміди гине під дією стабільного токсину, токсини RelE та MazF, 
як було нещодавно показано, не вбивають клітини, а визивають зупинку 
росту. Так, токсин RelE, що кодується найбільш вивченим ТА-модулем в 
E.coli - RelBE, спричиняє відділення мРНК від рибосоми в ході трансляції, 
що блокує синтез білка [73]. 
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При дослідженні здатності RelE продукувати персистерів, стійких до 
дії антибіотиків, було встановлено, що клітини, які експресували RelE, 
набували високої толерантності до офлоксацину (фторхінолон); цефотаксиму 
(цефалоспорин, інгібітор синтезу клітинної стінки) і тобраміцину 
(аміноглікозид, інгібітор синтезу білка). Дані результати узгоджуються з 
уявленням про токсин, як про блокатор мішені для антибіотиків. Насправді, 
RelE напряму блокує рибосому, що попереджає летальний ефект 
аміноглікозидів. Інгібіювання трансляції, в свою чергу, веде до зупинки 
синтезу ДНК і клітинної стінки, що знижує можливість антибіотиків 
порушити роботу ДНК-гірази і пептидоглікан-синтетаз [74].  
Отже модель виникнення персистерів і толерантності до антибіотиків в 
загальному випадку полягає у наступному. В більшості клітин популяції, в 
яких у певному співвідношенні синтезуються як токсин, так і анатоксин, що 
його інактивує, бактерицидні антибіотики зв’язуються з білком-мішенню і 
порушують його функціонування, створюючи летальний продукт (наприклад, 
аміноглікозиди порушують трансляцію, в результаті чого утворюються 
пептиди зі зміненою конформацією, що пригнічує життєдіяльність клітини). 
У тій же невеликій частині популяції, де спостерігається гіперекспресія 
токсину, останній зв’язується з мішенню антибіотика і інгібує його функцію, 
що призводить до виникнення толерантності. Антибіотик при цьому може 
зв’язуватися із заблокованою мішенню, але порушити її функціонування він 
уже не здатен. Інгібіювання трансляції токсинами (наприклад, RelE) визиває 
відносне збільшення концентрації стабільного токсину (за рахунок розпаду 
антитоксинів) з цього чи інших ТА-модулів, що створює додатковий ефект 
автопосилення інгібіювання трансляції. В результаті інші клітинні функції 
будуть вимкнені, і утворюються толерантні персистуючі клітини, що 
перебувають у стані спокою. При цьому важливо підкреслити, що «токсини» 
проявляють себе не як пошкоджуючи агенти, а навпаки, як білки, які 
захищають клітини від ушкодження [48,74]. 
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ВИСНОВКИ 
У дисертаційній роботі теоретично обгрунтовано, експериментально 
перевірено та практично вирішено важливу науково-технічну проблему, яка 
полягає у розробленні наукових основ та ефективних біотехнологічних 
рішень і параметрів виробництва спектру готових форм препаратів-
антисептиків для застосування у промисловості, ветеринарії, рослинництві й 
інших галузях господарства.  
1. На основі проведеного таксономічного аналізу використаного в 
розробці мікробного продуценту, що включав сиквенування гену 16S рРНК, 
вивчення морфолого-біохімічних і біосинтетичних особливостей та даних 
біоінформаційних баз, культуру було реідентифіковано як Streptomyces albus 
(первісно – Str. recifensis var. lyticus). Визначена нуклеотидна послідовність 
гену 16S рРНК культури внесена до міжнародної бази даних GenBank за № 
JN129837 . 
2. Доведено ефективність запропонованої схеми підтримуючої селекції 
продуценту бактеріолізинів S. albus, що включає послідовну обробку 
культури мутагенами різної природи у встановлених ефективних дозах: 
HNO2 (0,5 М НNO2, 50 хв), ультрафіолетовим випромінюванням (240 Дж/м
2), 
N-метил-N’-нітро-N-нітрозогуанідіном (1 мг/см3, 20 хв). В результаті 
застосування комбінованого мутагенезу отримано штам S. albus UN44 з 
підвищеною до 4,5 разів біосинтетичною активністю, який депоновано в 
Українській колекції мікроорганізмів. 
3. Визначено фрагменти ДНК досліджуваного продуценту, специфічні 
для селекціонованих з застосуванням різних мутагенів штамів-надсинтетиків, 
що може бути використано для ідентифікації культури та аналізу мінливості 
під впливом зовнішніх факторів. Виявлено фрагмент довжиною 300 пар 
нуклеотидів, що відрізняє всі мутанти від природного штаму, а також 
фрагмент, характерний лише для  останнього (1000 пар нуклеотидів). 
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4. Встановлено оптимальний склад поживного середовища для синтезу 
бактеріолізинів селекціонованим продуцентом S. albus UN44. Показано, що 
заміна гідролізованого крохмалю в складі поживного середовища мелясою 
дає змогу підвищити на 40% рівень синтезу продукту (до 8-9 тис. МО/см3) та 
здешевити середовище в 1,5-2 рази.  
5. Експериметально обґрунтовано ефективність адсорбційного способу 
для одержання іммобілізованого бактеріолітичного препарату Циторецифен-
М з використанням як носія аеросилу. Методами інфрачервоної 
спектроскопії встановлено, що в механізмі адсорбції бактеріолізинів на 
аеросилі суттєву роль відіграє утворення водневих зв'язків із силанольними 
групами та ОН-групами поверхні носія поряд з електростатичними 
взаємодіями. Визначено оптимальні параметри процесу іммобілізації 
бактеріолізинів на аеросилі: температура 28 ºС, концентрація носія 5 %, 
тривалість процесу 30 хв.  
6. Вперше встановлено здатність S. albus UN44 до синтезу комплексу 
антибіотиків провідної антифунгальної активності. Хроматографічний 
(HPLC) та мас-спектрометричний аналізи найбільш активних очищених 
фракцій комплексу дозволив визначити наявність двох основних 
антибіотиків з молекулярними масами 390,3 і 254,1. За біоінформаційними 
базами даних вони ідентифіковані, відповідно, як біс(2-етилгексил)фталат 
(C24H38O4) і 3-O-метилциклополова кислота (C12H14O6). Розроблено систему 
екстракції та фракціонування для одержання препаратів антибіотиків 
антифунгальної (хлороформ:ізопропанол (97:3–80:20)) та антибактеріальної 
(хлороформ, гексан:хлороформ (1:1)) дії. 
7. Доведено комбіновану дію препаратів-антисептиків на основі  
метаболітів Str. albus UN44 різної природи  лізоензимів та антибіотиків. 
Показано, що різні форми розроблених препаратів (іммобілізована, рідка й 
інші) здатні в 6-8 разів гальмувати утворення і руйнувати вже сформовану 
біоплівку патогену P. aeruginosa. Іммобілізований ферментний препарат  
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виявляє не лише літичну, а й бактеріостатичну дію щодо поширених 
збудників інфекційних процесів S. aureus, P. aeruginosa, E. coli. 
8. Вперше визначена висока антагоністична активність Str. albus UN44 
щодо фітопатогенів родів Bipolaris, Fusarium, Phytium, Rizoctonia (індекси 
пригнічення росту 25-80%) та здатність до стимуляції процесів проростання 
та розвитку рослин (гороху, тифону тощо) обумовили розробку препарату 
для рослинництва на основі культуральної рідини продуценту у вигляді 
суспензії та гранульованій формі.  
9. На базі встановлених характеристик та можливих сфер застосування 
досліджуваних антимікробних метаболітів розроблена поліваріантна 
біотехнологія наступних готових форм препаратів: іммобілізований 
бактеріолітичний препарат Циторецифен-М з активністю 100-150 тис. МО/г, 
рідкий та сухий антисептик Цитал, препарат для рослинництва 
Стрептофунгін-Фіто у рідкій та гранульованій формі, препарат 
протеолітичної дії та препарат антибіотиків Стрептофунгін.  
10. З використанням різних форм отриманих ензимних препаратів 
розроблено склад синтетичного мийного засобу з антисептичним ефектом, 
композиції мяких лікувальних засобів для ветеринарії, спосіб приготування 
хлібопекарського поліпшувача, спосіб отримання дієтичних добавок на 
основі клітинних структур молочнокислих бактерій.  
11. Соціальне значення розробленої та впровадженої біотехнології 
полягає у розширенні асортименту вітчизняної продукції (антисептичні 
препарати та засоби з їх вмістом) та появи додаткових робочих місць. 
Економічна ефективність розробленої поліваріантної біотехнології 
обумовлена зниженням вартості оптимізованого поживного середовища для 
біосинтезу продукту в 1,5-2 рази з одночасним збільшенням продуктивності 
процесу на 40%, а також можливістю отримувати одночасно кілька продуктів 
в одному технологічному циклі. Останнє визначає їх нижчу собівартість 
щодо закордонних аналогів на 20-30%. 
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